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ADNc  ácido desoxirribonucleico 
 complementario 
ApoE apoproteína E 
ARNi ácido ribonucleico de interferencia 
β-TG β-tromboglobulina  
BAC cromosoma artificial bacteriano 
BCA ensayo de proteínas del ácido 
bicinconínico 
BFU-E  del inglés “erythroid burst-forming 
units” 
BFU-MEG del inglés “burst-forming unit-
megakaryocyte” 
BrEt bromuro de etidio 
BSA albúmina sérica bovina 
CFU-E unidad formadora de colonias de 
eritrocitos (“erythroid colony-forming 
unit”) 
CFU-MEG unidad formadora de colonias  
de megacariocitos (“colony-forming 
unit megakaryocyte”) 
CLP progenitor de linfocitos,  
c-mpl receptor de trombopoyetina 
CMP progenitor mieloide común  
cre gen de la recombinasa Cre 
Cre recombinasa Cre 
DB gránulos densos 
dNTPs mezcla de deoxinucleótido trifosfatos  
DOX doxyciclina  
dpc días post coito  
DTS canal denso tubular  
EC capa exterior 
ECs células madre embrionarias cultivadas 
in vitro 
ECL Quimioluminiscencia por luminol, 
“enhanced luminol-based  
chemiluminescent” 
EDTA ácido etilendiaminotetraacético 
EGTA ácido tetraacetico de glicol de etileno 
ES células madre embrionarias 
GFP proteína verde fluorescente (“Green 
Fluorescent Protein”) 
gfp gen de la proteína verde fluorescente 
Gran granulocito 
GZ aparato de Golgi 
hcG gonadotropina coriónica humana 
HEPES ácido N-2-Hidroxietilpiperacina-N'-2'-
etanosulfónico 
HJ estructura tipo Holiday 
HRP peroxidasa de rábano, del inglés 
“horseradish peroxidase” 
HSCs células madre hematopoyéticas 
HSV-tk timidina-quinasa del herpes virus 
ICAM-2 molécula de adhesión intercelular 2  
IPTG isopropilo-β-D-tiogalactosidasa  
LIF factor de inhibición de la leucemia 
loxP locus de X-sobre P1 
mαIIb promotor del gen de la glucoproteína 
αIIb de ratón 
MEFs fibroblastos embrionarios de ratón 
MEP precursor megacariocítico-eritroide,  
(“Megacariocito-Eritroide Precursor”)  
MKP progenitor megacariocítico 
MPV volumen plaquetario medio 
mTPO trombopoyetina de ratón 
neo gen de la resistencia a neomicina 
PEG polietilenglicol 
Pf4 factor plaquetario 4 
PIPES piperazina-N,N′-bis- 
(ácido 2-etanosulfonico) 
PMSG gonadotropina sérica de yegua preñada 
poliA secuencia poli-adenina 
PRP plasma rico en plaquetas  
PSGL-1 ligando de P-selectina 
RBE sitios de ligación de la recombinasa 
Cre, (“recombinase binding elements”)  
 SCCS sistema canalicular abierto, (“surface- 
connected canalicular system”) 
SLN señal de localización nuclear 
SSC solución salina-citrato sódico (“saline-
sodium citrate”) 
SSR recombinación específica de sito, 
(“site-specific recombination”) 
SV40 virus 40 de simio  
tet tetraciclina  
tetR represor tet 
TRE secuencia operadora específica de la 
tetraciclina 
tTA transactivador del sistema tet 
UAS secuencias activadoras, del inglés 
“upstream” 
vWF factor de von Willebrand 
X-gal 5-bromo-4-cloro-3-indol-β-D-
galactopiranosa 
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1.1. El ratón como modelo experimental para el análisis genético 
1.1.1. Antecedentes 
 El ratón doméstico común, Mus musculus, por lo general vive en proximidad a 
los humanos, en torno a casas o campos de cultivo. El ratón doméstico tiene su origen 
en Asia, probablemente en el norte de India [Boursot y cols., 1996] y se expandió a la 
cuenca mediterránea aproximadamente en los años 8000 AC y, posteriormente, al resto 
de Europa alrededor del año 1000 AC [Cucci y cols., 2005]. Se cree que este desfase 
fue debido a que los ratones requerían la presencia de poblaciones humanas de 
determinadas dimensiones. Finalmente, debido a las migraciones humanas, los ratones 
se expandieron por todo el mundo. El ratón doméstico tiene una larga historia de 
domesticación para ser utilizado como mascota y a lo largo de los siglos ha sido criado 
para su venta como tal en China, Japón y posteriormente en Europa.  
 El gran éxito de los ratones domésticos en el campo de la ciencia comenzó a 
principios del siglo XX cuando el ratón desempeñó un papel muy importante en 
estudios genéticos. En principio, hubo escepticismo basado en el desconocimiento 
acerca de si las leyes de Mendel serían aplicables al mundo animal o, dicho de otra 
forma, si la herencia de los caracteres en el mundo animal seguiría las mismas leyes que 
en las plantas. Las pruebas para la aplicabilidad de las leyes de Mendel a mamíferos - e 
implícitamente, a los humanos- surgieron a raíz de publicaciones científicas del 
genetista francés Lucien Cuénot sobre la herencia de varios fenotipos de color de pelaje 
[Cuénot, 1902; Cuénot, 1903; Cuénot, 1905]. Sin embargo, los descubrimientos más 
significativos en los primeros estudios genéticos sobre el ratón, los aportó el genetista 
estadounidense William Ernest Castle de la Universidad de Harvard. Castle reconoció 
en sus trabajos la importancia de los ratones como modelo experimental y comenzó un 
análisis sistemático de la herencia y variación genética en esta especie [Castle, 1906]. 
Uno de sus estudiantes, Clarence Cook Little, desarrolló la primera cepa de ratones 
endogámicos [Castle y Little, 1909] y en el año 1921 obtuvo la cepa C57BL [JAX 
Notes, 1989] la cual llegó a ser el modelo animal más utilizado en biomedicina.  
 Hoy en día, las líneas de ratones endogámicos juegan un papel crucial en todas 
las áreas de la genética de ratón porque nos permiten la realización de experimentos 




Además de estos descubrimientos, existen otras ventajas para utilizar ratones en 
investigación, tales como:  
- su corto ciclo reproductivo, 
- vida útil acelerada (1 año de ratón = ~30 años en humanos) [Flurkey y 
cols., 2007], 
- pequeño tamaño,  
- numerosas camadas,  
- fáciles de criar en cautividad, 
- gran docilidad, conseguida tras su largo tiempo de domesticación.  
 
 Debido a la divergencia evolutiva relativamente “reciente” de ratón y linajes 
humanos de nuestro antepasado común (hace aproximadamente 75 millones de años), 
el 99 % de los genes de ratón resultan tener análogos en humanos. Además, el orden de 
codificación del ADN es sinténico, es decir que los genes aparecen en el mismo orden 
en los dos genomas [Waterstone y cols., 2002]. Esta homología entre las dos especies, 
hace que el ratón sea una herramienta idónea para analizar formas en las que nuestro 
material genético codifica la información. 
 Finalmente, para conseguir el fin último de nuestra investigación, es decir, la 
comprensión fisiológica y patológica de la especie humana, se requiere el estudio de 
organismos de un nivel de organización más similar al nuestro, en los que muchos 
rasgos de la evolución y de la patología son comunes a otros animales placentarios.  
 
1.1.2. Transgénesis 
 En el año 1974 Rudolf Jaenisch generó los primeros ratones modificados 
genéticamente. Este científico alemán logró insertar satisfactoriamente el ADN 
exógeno (el genoma del virus de tumor de ADN SV40) a los embriones de ratón de 
etapa temprana. Aunque los ratones nacidos, que llevaron el genoma del virus en todos 
sus tejidos, no transmitían el ADN insertado a la progenie, este descubrimiento abrió 
las puertas a la transgénesis de ratón [Jaenisch y Mintz, 1974].  
 A principios del año 1980, se publicaron los datos sobre la inserción de ADN 
exógeno a la línea germinal de ratón, lo cual cambió definitivamente la genética de 
mamíferos. Se demostró que la tecnología para generar líneas de ratones transgénicos, 
es decir, animales con genes exógenos integrados en el genoma de manera estable, era 
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un método manejable y reproducible [Capecchi, 1980; Gordon y cols., 1980; Brinster y 
cols., 1981; Costantini y Lacy, 1981]. Gracias a estos descubrimientos, fue posible la 
generación de un ratón productor de una proteína exógena, reconocido como el primer 
ratón transgénico. La producción de la hormona de crecimiento de rata fue conseguida 
debido a la presencia del gen de dicha hormona insertado en el genoma de ratón. La 
expresión del dicho transgén dio lugar a que el ratón transgénico produjera mucha más 
hormona de crecimiento que el ratón "silvestre", por lo que su tamaño corporal se vio 
incrementado [Palmiter y cols., 1982].  
 En general, la transgénesis consiste en la introducción de un cambio genético en 
la línea germinal, heredable por todas las células de organismo. Por lo tanto, cada 
transgén debe cumplir dos requisitos principales: 
 
a) Debe expresarse con arreglo a un patrón temporo-espacial y contener elementos 
transcripcionales y post-transcripcionales que sean reconocidos por la célula 
[Storb y cols., 1984]. 
b) Debe incorporar algún tipo de estrategia que le permita detectar en el tejido (i.e. el 
gen de β-galactosidasa o de GFP) [Goring y cols., 1987; Okabe y cols., 1997]. 
 
 En los primeros experimentos, la mayoría de ratones transgénicos fue generada 
mediante la microinyección en oocitos de vectores plasmídicos portadores de ADN 
recombinante, lo cual limitaba el tamaño de la construcción de transgén debido a que 
los plásmidos bacterianos sólo podían transportar fragmentos de ADN de un máximo 
de 20 kb. En los años siguientes, se desarrollaron nuevas técnicas que empleaban 
vectores con capacidad de portar fragmentos de ADNs de mayor tamaño, tales como 
los bacteriófagos λ (con la capacidad de preparar la construcción de hasta 50 kb) 
[Costantini y Lacy, 1981] y cósmidos (con los insertos de hasta 60 kb) [Taylor y cols., 
1992]. Más recientemente, el empleo de nuevos vectores que permiten la introducción 
de fragmentos de ADN aún más grandes se ha hecho más popular, dando lugar a los 
YACs (cromosoma artificial de levadura) [Schedl y cols., 1992; Peterson, 1997; 
Moreira y cols., 2004] y BACs (cromosoma artificial de bacteria) [Antoch y cols., 
1997; Moreira y cols., 2007; Van Keuren y cols., 2009]. Estos sistemas permiten una 
integración genómica estable del transgén en un 10 – 40% de los ratones nacidos 
[Giraldo y Montoliu, 2001]. 
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 Los métodos más frecuentes utilizados para generar animales transgénicos son 
los siguientes: 
- Microinyección de ADN en pronúcleos de embriones fertilizados del estadío de 
una célula (Fig. 1A) [Gordon y cols., 1980]. 
- Infección in vitro de embriones con retrovirus [Soriano y cols., 1986; Robertson y 
cols., 1986; Lois y cols., 2002]. 
- Manipulación in vitro de células embrionarias pluripotentes (ES) (Fig. 1B) 
 [Gossler y cols., 1986]. 
- Transferencia nuclear [Perry y cols., 1999]. 
- Manipulación in vitro de células madre masculinas [Perry y cols., 2001]. 
La introducción de un transgén en el genoma del huésped es un proceso 
aditivo que usualmente tiene lugar mediante la recombinación no-homóloga [Brinster y 
cols., 1989]. La introducción tiene lugar al azar, sin control sobre el lugar de la 
integración ni sobre el número de copias del transgén. Las moléculas inyectadas se 
integran con más frecuencia en forma de tándem cabeza-cola [Brinster y cols., 1981; 
Costantini y Lacy, 1981]. En la mayoría de los casos, la integración tiene lugar en un 
sólo sitio. Sin embargo, de vez en cuando el transgén puede integrarse en cromosomas 
diferentes [Lacy y cols., 1983]. 
 Normalmente, la integración genómica de un transgén tiene lugar poco después 
de su microinyección y antes de la primera mitosis. Sin embargo, en el 20 - 30% de 
animales fundadores, la integración en el genoma se retrasa y tiene lugar después de la 
primera división del embrión, generando así “mosaicismos” [Wilkie y cols., 1986], en 
los que sólo una subpoblación de células somáticas y de la línea germinal llevarían 
integrado el transgén. Cuando el fundador, que es mosaico, se cruza con un animal no-
transgénico, menos de 50% de la progenie hereda el transgén.  
 El número de copias del transgén, que se integran en el tándem, puede variar de 
una sola copia a cientos. Este proceso puede ser controlado por la concentración del 
ADN inyectado al cigoto, por ejemplo en el caso de construcciones de hasta 30 kb se 
recomienda el uso de ADN de 0,25-0,5 ng/µl [Ellis y cols., 1997]. La integración del 
transgén al genoma conduce a la interrupción de estructura del ADN cromosómico en 
el sitio de integración y genera mutaciones llamadas “insercionales" con amplia 




























Fig. 1 Procedimientos para la generación de ratones transgénicos 
 
A – Microinyección de ADN recombinante en el pronúcleo de cigotos. 
B – Recombinación homóloga en células madre embrionarias (ES). El ADN recombinante se 
introduce en el genoma de células ES; posteriormente, las células ES se fusionan con las de un 
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fenotípicos [Palmiter y Brinster, 1986; Woychik y Alagramam, 1998]. Por lo general, 
estas mutaciones son recesivas y tienen la propiedad de que están ligadas únicamente al 
transgén insertado. La frecuencia de las mutaciones insercionales en líneas transgénicas 
aparece ser aproximadamente el 5-10 % [Palmiter y Brinster, 1986; Meisler, 1992]. 
Esta frecuencia estimada está basada en las observaciones de fenotipos y mortalidad 
prenatal. Muchas mutaciones insercionales no son exactamente lo que su nombre 
implica, es decir, que no aparecen exclusivamente como las mutaciones simples que 
surgen por la inserción de un fragmento exógeno de ADN. Estas pueden ser deleciones 
de grandes fragmentos de ADN genómico superiores a 500 kb [McNeish y cols., 1988] 
o alteraciones cromosómicas estructurales como, por ejemplo, las translocaciones de 
fragmentos de ADN genómico [Overbeek y cols., 1986; Moyer y cols., 1994].  
 Los ratones modificados genéticamente son de uso habitual en muchos campos 
de la investigación, en múltiples estudios sobre la regulación de genes específicos de 
tejidos, de las etapas del desarrollo, o en experimentos sobre los efectos fenotípicos de 
la expresión de transgenes. La experimentación sobre los efectos fenotípicos incluye los 
estudios de genes que codifican hormonas [Palmiter y cols., 1982; Sekiyama y cols., 
2009], genes reguladores del desarrollo embrionario [Wolgemuth y cols., 1989; 
Riesenberg y cols., 2009], del sistema inmune [Storb y cols., 1984; de Kauwe y cols., 
2009], virales [Chisari y cols., 1985; Mehta y cols., 2009]. Además, los ratones 
modificados genéticamente aportan información valiosa sobre los múltiples procesos 
patológicos. Debido a la creación de modelos murinos se han logrado grandes avances 
en la comprensión científica de los mecanismos moleculares que juegan un papel 
importante en estos procesos. Existen numerosas citas bibliográficas de ratones 
transgénicos que expresan genes involucrados en patologías tales como: procesos 
neurodegenerativos [Mangiarini y cols., 1996; McGowan y cols., 2005], oncogénesis 
[Brinster y cols., 1984; Herynk y cols., 2009], desarrollo de obesidad [Kamei y cols., 
2009], enfermedades cardiovasculares [Zhuo y cols., 2009; Sakurabayashi-Kitadea y 
cols., 2009], entre otras.  
 En general, los ratones transgénicos aportan la ganancia de expresión del nuevo 
gen insertado, pero en algunos casos, se utilizan para silenciar los genes mediante la 
generación de mutantes dominantes negativos [Pu y cols., 2009]. En estos animales 
transgénicos la expresión de un transgén provoca la anulación de expresión de genes 
endógenos. Además, existen datos sobre la inhibición de expresión de genes endógenos 
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lograda debido a la expresión de transgenes que codifican ARN antisentido [Moxham y 
cols., 1993]. Existen también datos sobre el uso del ARN de interferencia (ARNi) en la 
anulación de expresión de genes [Saito y cols., 2005].  
 Aunque la expresión de un transgén se logre en el tejido de interés y se exprese 
de forma específica en un tejido, en algunos casos la expresión constitutiva es a 
menudo demasiado inflexible para obtener respuestas concretas a una pregunta 
experimental específica. Por estos motivos, se han generado sistemas de ratones 
condicionales inducibles [Lewandoski, 2001]. En este tipo de ratones, la expresión del 
transgén en el tejido de interés está controlada por el investigador de tal forma que 
puede ser activada o inhibida en función de las necesidades del ensayo. El sistema 
inducible más usado se basa en la activación de transcripción inducida por tetraciclina 
[Gossen y cols., 1995].  
 
1.1.3. Mutagénesis dirigida. Integración específica mediante recombinación 
homóloga 
 Frecuentemente, la expresión del transgén es imprevisible y puede provocar 
mutagénesis no deseada de genes importantes. Para evitar esta posibilidad, se han 
desarrollado métodos que permiten la integración dirigida del transgén (mutagénesis 
dirigida) a sitios definidos del genoma para asegurar su expresión estable. 
 La técnica fundamental de la mutagénesis dirigida es la recombinación 
homóloga. En la naturaleza, en células eucarióticas, la recombinación homóloga 
(también llamada recombinación general) sucede durante la profase I de la meiosis y 
tiene lugar entre amplias regiones de ADN cuyas secuencias son homólogas, es decir, 
altamente similares. Durante la profase I, las cuatro cromátidas disponibles están 
estrechamente posicionadas una con el respecto a la otra. Mientras estén en esta 
formación, los sitios homólogos de las dos cromátidas pueden coincidir entre sí e 
intercambiar información genética [Morgan, 1916]. 
 Experimentos con células somáticas de mamíferos demostraron que en dichas 
células la integración del transgén en tándem cabeza-cola se produce mediante 
recombinación homóloga. Estos experimentos proporcionaron las pruebas de que estas 
células poseían una eficiente maquinaria enzimática para mediar la recombinación 
homóloga entre el ADN exógeno y genómico [Folger y cols., 1982]. 
 Los trabajos del grupo de Mario Capecchi supusieron un progreso notable al 
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demostrar que la recombinación homóloga de ADN, que ocurre espontáneamente en la 
naturaleza, podría inducirse in vitro, en células madre embrionarias cultivadas (ECs), 
utilizando secuencias homólogas de ADN exógeno. Estos trabajos han supuesto un 
verdadero paradigma que ha permitido el gran avance de la genética en los últimos años 
[Thomas y Capecchi, 1986; Thomas y Capecchi, 1987]. En el año 2007 se les concedió 
a Mario Capecchi, Martin Evans y a Oliver Smithies el Premio Nobel de Medicina por 
sus contribuciones sobre la recombinación homóloga en células madre embrionarias 
[Capecchi, 2001; Evans, 2001; Smithies, 2001]. 
 En la recombinación homóloga se produce el intercambio de segmentos de 
ADN entre dos moléculas de secuencias homólogas, tal como ocurre en la meiosis. De 
este modo, el ADN recombinante (manipulado previamente in vitro) puede ser 
integrado en el genoma [Smithies y cols., 1985; Thomas y cols., 1986; Thomas y 
Capecchi, 1986]. La recombinación puede ocurrir por reemplazamiento (el 
procedimiento más utilizado en la construcción de animales “knock-out” (KO)) 
[Thompson y cols., 1989; Koller y cols., 1989] o por inserción (aproximación empleada 
en la técnica de “hit-and-run” empleada sobre todo en animales “knock-in”) [Zou y 
cols., 1994]. 
 Como la presencia de regiones de homología es fundamental para permitir la 
recombinación entre el vector y genoma de ratón, se hace imprescindible conocer la 
secuencia del gen a mutar, hecho facilitado por el conocimiento reciente de la secuencia 
del genoma de ratón, completada en 2002 [Waterstone y cols., 2002]. La longitud de 
los fragmentos homólogos de ADN es fundamental para que la recombinación tenga 
éxito, recomendándose la longitud entre 1,3 y 6,8 kb [Hasty y cols., 1991a; Lu y cols., 
2003]. 
 Además de homología, un vector de reemplazamiento debe contener la 
secuencia de interés interrumpida por un marcador de selección positiva. Habitualmente 
se emplea el gen neo, que confiere la resistencia al antibiótico neomicina, aunque se 
pueden emplear otros genes de resistencia a antibióticos (higromicina o puromicina). El 
marcador de selección positiva permite identificar y seleccionar aquellas células que 
han incorporado el vector en su genoma [Mansour y cols., 1988]. Además, es 
recomendable la inclusión del segundo marcador, este de selección negativa, adyacente 
a la secuencia del gen pero fuera de la región de homología. Este marcador, de los 
cuales el más usado es el gen de timidina-quinasa del herpes virus (HSV-tk), permite 
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distinguir las integraciones por la recombinación homóloga, donde el marcador 
negativo no se incorpora al genoma, de las integraciones aleatorias, en donde se integra 
toda la construcción incluido el marcador. Las células tk+ son sensibles al antiviral 
ganciclovir permitiendo así su selección negativa. Adicionalmente, se pueden 
incorporar genes indicadores, como lacZ o gfp, que permiten seguir el destino de las 
células en el ratón mutante. Estos genes pueden ser expresados a partir de promotores 
heterólogos, o bien de las propias secuencias reguladoras del gen endógeno (lo que en 
realidad constituye la modificación conocida como “knock-in”). 
 
1.1.4. Utilización de células embrionarias pluripotentes, “células madre 
embrionarias” (ES), en ingeniería genómica de mamíferos 
 Como mencionamos anteriormente, para conseguir la mayor precisión posible 
en la modificación de un gen, se utiliza la recombinación homóloga de ADN en células 
madre embrionarias (ES). Las células madre embrionarias derivan de un blastocisto de 
ratón y se pueden mantener indefinidamente in vitro como una población homogénea 
de células indiferenciadas (ECs) [Evans y Kaufman, 1981; Martin, 1981]. Las células 
ECs poseen cariotipo normal y son pluripotentes tanto en condiciones in vitro como in 
vivo, lo cual significa que, cuando son introducidas en blastocistos de ratón, 
contribuyen de manera eficiente a la formación de quimeras e incluso integrarse en la 
línea germinal [Bradley y cols., 1984]. Además, estas células pueden ser manipuladas 
in vitro sin perder la capacidad de generar quimeras y líneas germinales en ratones 
[Gossler y cols., 1986; Robertson y cols., 1986].  
 La mayoría de las líneas celulares ES han sido aisladas de embriones de la cepa 
consanguínea 129 y sus cepas derivadas [Simpson y cols., 1997] porque su obtención a 
partir de otras cepas murinas parece ser problemática [Smith, 2001]. Para el 
establecimiento y mantenimiento de células ECs de ratón en condiciones in vitro, son 
necesarias las capas celulares de soporte (“feeder layers”), en la mayoría formadas por 
fibroblastos embrionarios inactivados (MEFs) [Robertson, 1987]. Los MEFs producen 
el factor de inhibición de la leucemia (LIF), aparentemente necesario para mantener las 
células ECs indiferenciadas en cultivo. El LIF se añade también al medio de cultivo 
[Smith y cols., 1988], como parece ser que esta citocina permite la pluripotencialidad 




1.1.5.  Producción de quimeras en la obtención de ratones “knock out” 
 La primera quimera experimental de ratón fue creada mediante la fusión de dos 
embriones de 8 células que dio lugar a un animal vivo y viable [Tarkowski, 1961]. 
Desde entonces, se realizaron varios estudios utilizando quimeras como herramientas 
científicas. Con el establecimiento de cultivos de células madre embrionarias in vitro, 
las quimeras se convirtieron en vehículos para transmitir los genomas de células ES a 
organismos in vivo [Evans y Kaufman, 1981; Bradley y cols., 1984]. 
 Una vez construido el vector, éste tiene que ser introducido en células madre ES 
mediante transfección, normalmente por electroporación. Se sabe, que uno de los 
factores que influyen en la integración de una construcción es la isogenicidad del 
mismo con el genoma de células ES, esto es, que el ADN clonado al vector provenga 
de la misma cepa de ratón que la que originó las células ES. La recombinación 
homóloga es menos frecuente que la no homóloga. Por tal razón, se requieren métodos 
de escrutinio para poder seleccionar las células en cuyos genomas la construcción 
génica se haya integrado correctamente. Después de la transfección, las células se 
someten a un proceso de selección positiva-negativa, que permite la supervivencia sólo 
de aquellas células en las que se integra el marcador positivo y no el negativo. Aunque 
el proceso de selección incrementa la eficiencia y elimina en gran medida integraciones 
erróneas, los clones de células ES seleccionados deben ser expandidos para verificar 
que la integración del ADN ha tenido lugar según lo deseado [Hasty y cols., 1991b]. 
 Una vez identificados los clones en los que la mutagénesis se haya producido 
con éxito, las células recombinantes son introducidas en embriones y éstos se implantan 
a hembras seudopreñadas para originar ratones quiméricos (que contienen dos tipos de 
células genéticamente diferentes). En la práctica, existen dos técnicas principales para 
introducir las células madre embrionarias recombinadas en embriones. En el primer 
método, los embriones están aislados al tercer día del desarrollo, en el estadío de 
blastocisto, y se microinyectan con 10 a 12 células ES recombinantes antes de que estén 
implantadas en madres seudopreñadas [Gardner, 1968]. Sin embargo, el 
establecimiento de líneas celulares ECs capaces de agregarse, empleo de pocillos para 
mantener los agregados y modificación del medio de cultivo [Nagy y cols., 1993], han 
hecho el método de la agregación de células ECs a mórulas silvestres un método eficaz 
para la generación de quimeras de la línea germinal [Yamada y cols., 1995; Torres y 
cols., 1995; Subramanian y cols., 1995; Mansouri y cols., 1996]. Las ventajas que 
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presenta esta técnica frente a la de microinyección es que no requiere equipos 
especiales, necesita poco tiempo de aprendizaje y se pueden procesar un número 
elevado de embriones por experimento [Torres, 1998]. El protocolo empleado para la 
agregación de células ECs a mórulas normales para obtener animales quiméricos, se ha 
establecido para la línea celular R1 [Nagy y cols., 1993]. En este método, se obtienen 
los embriones al segundo día del desarrollo, en el estadío de mórula. A continuación, se 
lleva a cabo la agregación entre dicha mórula y el agregado celular compuesto por entre 
10 a 12 células madre recombinantes. Posteriormente, las células agregadas se incuban 
en condiciones in vitro hasta el estadío de blastocisto y, finalmente, se las implanta en 
madres seudopreñadas [Nagy y cols., 1990; Wood y cols., 1993; Nagy y cols., 2003]. 
Los embriones se agregan eficazmente a ratones de la cepa CD-1. La eficacia del 
proceso depende del clon de células ES, como 2/3 de los clones produce quimeras que 
transmiten el transgén por línea germinal. El número medio mínimo de embriones 
necesarios para ello es de 30. La detección de ratones quiméricos se consigue 
fácilmente porque las células ES han sido manipuladas genéticamente introduciendo en 
su genoma el gen agutí que da lugar a un pelaje oscuro. Para su identificación, los 
blastocistos quiméricos se preparan partiendo de embriones de cepas cuyo pelaje 
facilite la identificación de las quimeras, como por ejemplo CD-1, de color blanco 
[Wood y cols., 1993]. Así, las crías quiméricas presentarán dos tipos diferentes de 
células: las que derivan del embrión original (blastocisto o mórula) y las que derivan de 
células ES embrionarias manipuladas, que llevan el gen modificado integrado en su 
genoma. Los animales quiméricos cuyas células germinales provienen de las ES 
manipuladas permitirán la transmisión de la mutación a la descendencia. Al cruzar estas 
quimeras con animales normales, se obtendrán ratones heterocigotos.  
 En el caso de la generación de animales “knock out”, será necesario cruzar los 
heterocigotos entre sí para obtener ratones que tengan dos alelos del gen mutado. La 
inactivación de la expresión de un gen, puede dar información sobre su función y 
manifestarse como cambios en su fenotipo, lo que incluye apariencia, comportamiento 







1.1.6.  Ratones KO condicionales 
 Los animales “knock out”, en la jerga científica se denominan “KO-totales”, 
aunque aportan mucha información sobre función génica, tienen también desventajas 
importantes. Por ejemplo, se han descrito alteraciones de genes que no producen 
resultados detectables [Damkier y cols., 2009] y otras que no son aplicables al ser 
humano. Además, numerosas inactivaciones impiden que se desarrolle el embrión de 
ratón [Ilic y cols., 1995; Ferry y cols., 2007]. Por tal razón, para poder estudiar los 
efectos de la anulación de expresión de los genes cuyos productos proteicos son 
cruciales durante el desarrollo, se generan los ratones KO condicionales. En estos 
animales, se induce la anulación de expresión del gen de interés en el animal adulto, lo 
que permite un desarrollo embrionario normal [Rajewsky y cols., 1996]. Para generar 
este tipo de animales, se emplea el sistema de recombinación Cre/loxP. 
 
1.1.7. Sistema de recombinación Cre/loxP  
 En contraste con la recombinación homóloga que ocurre entre dos secuencias 
homólogas cualquiera, utilizando maquinaria molecular en su mayor parte desconocida, 
la recombinación específica de sitio “site-specific recombination” (SSR) se caracteriza 
por el cambio recíproco entre dos sitios de reconocimiento de ADN específicos 
mediados por recombinasas sitio-específicas [Sadowski, 1986]. Estas enzimas 
reconocen secuencias específicas de ADN que es donde realizan la reacción de 
recombinación que da lugar a la eliminación y/o inversión del fragmento de ADN 
comprendido entre dos sitios de reconocimiento. 
 Los dos sistemas usados hasta ahora para la generación de animales KO 
condicionales utilizan la recombinasa Cre, del fago P1 [Lakso y cols., 1992], o la Flp, 
de la levadura S. cerevisiae [Branda y Dymecki, 2004]. Ambas reconocen secuencias 
específicas de ADN, denominadas loxP (para Cre) o frt (para Flp). 
 La simplicidad del sistema Cre-loxP ha conducido a su empleo extendido como 
una herramienta molecular muy versátil en la manipulación de moléculas de ADN tanto 
in vivo como in vitro [Sauer, 1993]. 
 El sistema Cre-loxP es la estrategia más utilizada en la mutagénesis dirigida, 
específica de tejido. La colocación y orientación de los sitios loxP (que se introducen en 
la secuencia de ADN a recombinar) determinarán la secuencia genómica a escindir, 
mientras que la disponibilidad, en el tiempo y/o el espacio, de la recombinasa Cre, que 
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se obtiene a partir de un transgén [Lakso y cols., 1992; Orban y cols., 1992], dictará 
cuando y dónde se produce la recombinación y, por tanto, el “knock-out”. Los sitios 
loxP se disponen en parejas flanqueando el segmento de ADN a eliminar. Cuando cre 
se expresa, la recombinasa Cre se une a los sitios loxP, los corta por la mitad y después 
une las dos mitades restantes tras haber eliminado el ADN situado entre ambos. 
 
1.1.7.1.  Mecanismo de acción de la recombinasa Cre 
 La recombinasa Cre del bacteriófago P1 tiene 38 kDa y pertenece a la familia de 
recombinasas de reconocimiento específico del sitio de acción y cataliza la 
recombinación entre dos sitios de reconocimiento loxP [Hamilton y cols., 1984; Nagy, 
2000]. En el ciclo de vida de bacteriófago P1, la recombinasa Cre sirve para circularizar 
el ADN viral tras haber sido inyectado en la bacteria huésped, así como para la 
secreción de dímeros formados por la recombinación homóloga producida durante la 
replicación del plásmido de P1. La recombinasa Cre funciona como una topoisomerasa 
rompiendo el ADN y uniéndolo de nuevo sin requerir cofactores para recombinar 
secuencias loxP (Fig. 2A-D) [Hoess y Abremski, 1984]. Para circularizar el ADN viral, 
Cre reconoce los sitios loxP localizados en los extremos del ADN viral. Para la 
segregación de dímeros, Cre reconoce los sitios loxP de cada una de las moléculas hijas 
y, mediante recombinación, las separa en plásmidos P1 individuales [Sternberg y cols., 
1981].  
 La recombinasa Cre pertenece a la familia de las Tirosina–recombinasas que 
comparten gran parte de sus secuencias proteicas y tienen el dominio catalítico común 
[Nunes-Duby y cols., 1998]. Los cuatro aminoácidos requeridos para la catálisis son 
estrictamente conservados: la tríada Arg-His-Arg catalítica y tirosina nucleofílica 
[Argos y cols., 1986; Abremski y Hoess, 1992].  
 Por otro lado, cada sitio loxP tiene 34pb y está formado por una secuencia 
espaciadora central de 8pb, el sitio de “crossing-over”, y dos secuencias flanqueantes 
palindrómicas de 13pb, compuestos por dos elementos de unión de la recombinasa Cre 
“recombinase binding elements” (RBEs). El núcleo central asimétrico define la 
orientación del sitio loxP (Fig. 2E) que determina si la recombinación dará lugar a 


























Fig. 2  Modificaciones genéticas mediadas por la recombinasa Cre  
 
 Alteraciones moleculares en el genoma de ratón inducidas por la recombinasa Cre [Van 
Duyne, 2001; Bockamp y cols., 2002]; A, la escisión del fragmento de ADN genómico 
comprendido entre dos secuencias loxP tiene lugar cuando dichos sitios están en la misma 
dirección; B, la inversión del fragmento del ADN comprendido entre dos sitios loxP con las 
orientaciones opuestas; C, la inserción del fragmento de ADN que conlleva un sitio loxP requiere 
la presencia de solo un sitio loxP en el genoma de ratón sirviendo como aceptor molecular para 
insertar dicho fragmento; D, las translocaciones pueden ocurrir debido a la presencia de dos sitios 
loxP situados en dos cromosomas diferentes; E, Esquema de un sitio loxP. La secuencia loxP de 
34 bp está compuesta por dos fragmentos de 14 bp de reconocimiento de la recombinasa Cre 
(RBEs) en forma de dos brazos invertidos alrededor de una región central de “crossing-over” de 6 
bp. El corte del sitio loxP, tiene lugar en las fronteras de la región central (en negrita) y los RBEs 
cuando dos moléculas Cre se unen al sitio loxP (una a cada RBE). Triángulos sólidos indican 










































Fig. 3  Estructura de complejo sináptico Cre-ADN e intercambio de hebras durante 
recombinación homologa mediada por la recombinasa Cre 
 
A – Vista del complejo sináptico del lado de dominio amino-terminal. Las subunidades marcadas 
en verde, están en el estadío activo y cortan la hebra de ADN [Van Duyne, 2001]. 
B – Vista al complejo sináptico del lado de dominio catalítico (el giro de 180 grados sobre el eje 
horizontal frente a la vista presentada en el punto A. Las subunidades marcadas de verde, están en 
el estadío activo. Las hélices de dominio carboxi-terminal que interaccionan con las hebras de 
ADN están rodeadas [Van Duyne, 2001]. 
C – Esquema de intercambio de hebras catalizado por la recombinasa Cre. El complejo sináptico 
esta formado por dos sitios loxP y cuatro subunidades de recombinasa Cre. Dos de ellas cortan las 
hebras de ADN. Como consecuencia, se forma la unión 3’-fosfo-tirosina y se libera el grupo 
hidroxilo 5’-. A continuación, el grupo 5’ migra a través de la región de “crossing-over” y se une 
con el grupo 3’-fosfo-tirosina del fragmento de ADN opuesto, formando la unión tipo Holiday. El 
segundo par de subunidades de la recombinasa Cre se activa entonces y provoca el mismo 














 La recombinasa Cre tiene dos dominios helicoidales (N-terminal y C-terminal) 
que reconocen y se unen a los elementos RBE, una molécula Cre por cada elemento 
[Blakely y cols., 1993]. Los dos dominios forman una abrazadera en forma de 
herradura que abraza al ADN por ambos lados. El dominio N-terminal interacciona con 
el surco mayor del ADN y el dominio C-terminal, interacciona con el surco menor, 
mayor y otro menor, respectivamente, del lado opuesto del ADN (Fig. 3A-B) [Guo y 
cols., 1997; Guo y cols., 1999]. Además de las interacciones ADN-recombinasa Cre en 
el sitio loxP, existen también interacciones entre dichos dominios de la misma proteína 
que ayudan a que el complejo ADN-recombinasa adopte la conformación adecuada 
para lograr la recombinación entre dos secuencias loxP.  
 Para que la recombinación pueda ocurrir, es decir, para que el corte e 
intercambio de cadenas del ADN tenga lugar, dos sitios loxP, con sus cuatro unidades 
de Cre asociadas a ellos, deben formar el “complejo sináptico”. Al aproximarse la  
proteína Cre, los ADNs se doblan bruscamente a la altura de las secuencias de 
“crossing-over” y forman una estructura de cuatro brazos de ADN. Las cuatro unidades 
de Cre crean la tetrasimetría de interacciones proteína-proteína que mantiene el 
complejo unido [Guo y cols., 1999]. A continuación, una de las hebras se corta 
(“nicked”) y su extremo 3’ se une de manera covalente con la Tirosina 324 de la 
recombinasa Cre formando la unión 3’-fosfo-tirosina. Por otro lado, el corte de ADN 
genera un grupo hidroxilo-5’ libre que, por su parte, puede restaurar la hebra original 
reparando la “lesión molecular”, o completar la primera ronda de recombinación, 
desplazándose hacía la unión 3’-fosfo-tirosina de la otra hebra de ADN. De este modo, 
se produce el intercambio de hebras mediante la reacción de trans-esterificación y 
formación del complejo intermedio de tipo Holliday (HJ) (Fig. 3C) [Van Duyne, 2001]. 
 En este proceso, desempeñan un papel importante las cadenas laterales de Arg-
His-recombinasa Cre mediadas por la tirosina y dos nuevos participantes, triptófano y 
lisina. La reacción de trans-esterificación es una catálisis ácido-base, en la cual el 
oxígeno del extremo 5’ de la hebra que cruza, se intercambia por un oxígeno de la 
tirosina del sitio activo de Cre. La tríada Arg-His-Arg junto con el triptófano facilitan 
los enlaces de hidrógeno del entorno del intercambio (Fig. 4). Después de la migración 
de la primera pareja de hebras de ADN por la región central del complejo, tiene lugar el 
mismo proceso para las hebras complementarias. Estas se cortan e intercambian por el 
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segundo par de unidades de las recombinasas Cre del complejo, para generar, 
finalmente, la recombinación de las moléculas de ADN [Martin y cols., 2002]. 
 La clave de la recombinación homologa mediada por recombinasa Cre es la 
propia molécula Cre que coordina el intercambio entre dos conformaciones que puede 
adoptar la molécula, según sea capaz o no de escindir ADN. La unidad que puede 
escindir el ADN está involucrada en el intercambio de hebras de ADN. Mientras tanto, 
la unidad que no corta el ADN, estabiliza el sitio activo para que la otra unidad pueda 
catalizar el proceso manteniendo la hebra de ADN que no se cruza en su sitio. Tras 
formarse la unión Holiday, el complejo sináptico adopta la conformación de llave 
(“switch”) que intercambia las conformaciones entre las unidades, para que la segunda 
unidad que no rompía el ADN, lo pueda hacer y la primera deje de actuar. Debido a 
este proceso, se lleva a cabo la división de la segunda hebra de ADN y se resuelve el 
enlace tipo Holiday. El fenómeno, en el cual en cada momento sólo existen dos 
conformaciones activas con funciones diferentes (de las cuatro unidades del complejo), 
garantiza que sólo dos hebras de ADN puedan sufrir la división al mismo tiempo y que 
todo el proceso de recombinación suceda de forma ordenada [Martin y cols., 2002]. 
 La estrategia para crear un animal KO condicional se basa en la expresión 
controlada del gen de la recombinasa Cre mediante promotores muy específicos de 
tejido e inducibles. Si producimos Cre mediante un transgén con el promotor específico 
de tejido, sólo se inactivará el gen diana en aquellos tejidos donde el promotor permita 
la expresión de cre, originando un animal KO condicional-espacial [Gu y cols., 1993]. 
Si se coloca el gen cre bajo el control de un promotor inducible, se podrá controlar el 
momento de la inactivación génica, generando un KO condicional-temporal o KO 
inducible [Kuhn y cols., 1995]. 
 
1.1.7.2.  Control espacio-temporal de animales KO condicionales 
 Se han desarrollado varios sistemas basados en promotores inducibles para el 
gen de la recombinasa Cre. De este modo, la expresión del gen se regula mediante la 
administración de un compuesto químico, como la tetraciclina en los sistemas de tet-on 
y tet-off [Gossen y Bujard, 1992; St-Onge y cols., 1996; Mansuy y Bujard, 2000], 
progesterona [Kellendonk y cols., 1999], o el tamoxifeno en el sistema del receptor 
modificado de estrógeno [Brocard y cols., 1998], interferón [Kuhn y cols., 1995] o 
























Fig. 4 Unión de tipo Holiday 
 
A - Modelo de complejo sináptico Cre-ADN en el momento de generarse la unión entre las 
moléculas de ADN y proteínas Cre. En la imagen se muestra solamente el ADN del complejo 
sináptico intermedio del lado de dominio catalítico del complejo. 
B - Modelo del centro activo de la recombinasa Cre en el sitio de corte de ADN. La histidina-289 
podría ser la base aceptora de protones provenientes del ataque nucleofílico mediado por 
tirosina. Se ha identificado lisina-201 como el ácido responsable de la protonización del grupo 
5’-OH en las topoisomerasas del virus de la vacuna por lo que es muy probable que 
desempeñe el mismo papel también en las tirosina-recombinasas. La reacción de ligación es 
simplemente la reversa de la indicada en el esquema, y comienza por el ataque nucleofílico del 
intermediario de la fosfotirosina-3’ al grupo hidroxilo-5’. 
C - Modelo de la unión de tipo Holiday (HJ). El conformómero de la izquierda difiere del de la 
derecha en la angulación entre los brazos y en cambio de posición de los grupos fosfato. La 
identidad estereoquímica de las hebras cruzadas (en negro), a la izquierda, es idéntica a las de 
color claro en el lado derecho. De igual forma, las hebras claras de la izquierda (continuas) 
son equivalentes a las hebras oscuras (continuas) en el lado derecho. Las hebras marcadas 
como “cruzadas” son activadas para su escisión e intercambio entre los dos conformómeros 
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alcanzado el control condicional-temporal en el sistema Flp-frt empleando una proteína 
de fusión entre la recombinasa Flp y el receptor de estrógeno modificado [Hunter y 
cols., 2005]. En el grado de complejidad adicional, se puede combinar ambas 
estrategias para producir animales KO de tejido-específicos que funcionen de modo 
inducible. 
 
1.1.7.3.   Sistemas basados en tetraciclina (tet-on, tet-off) 
 El sistema regulador por tetraciclina (tet) para generar ratones transgénicos ha 
permitido generar ratones de gran utilidad en estudios sobre función génica en diversos 
tipos de células, en momentos seleccionados [http://www.zmg.uni-mainz.de/tetmouse/]. 
El sistema tet requiere dos componentes básicos: el efector-el transactivador tTA que 
depende del ligando-tetraciclina, y el respondedor-la casete de promotor TRE-CMV 
que controla la expresión del gen. 
 En el sistema tet-off, el represor tet (TetR) esta unido con el dominio de 
transactivación VP16 del virus herpes simplex, lo cual, establece el control sobre el 
transactivador tTA que, por su parte, depende de la tetraciclina. En ausencia de 
tetraciclina (o de su alternativa, doxyciclina (DOX)), el transactivador tTA reconoce y 
se une con la secuencia operadora específica de la tetraciclina (TRE), siendo capaz de 
activar la transcripción del gen de la recombinasa Cre bajo el promotor específico del 
tejido de interés. Sin embargo, la adición de la DOX, induce el cambio conformacional 
del efector tTA, inhibiendo su unión con el ADN, y como consecuencia, impide la 
expresión del transgén (Fig. 5A) [Furth y cols., 1994]. 
 A pesar de los altos niveles de inducción y del buen comportamiento cinético de 
la anulación de expresión de los genes de interés, existen ciertas limitaciones del 
sistema tet, tales como la actividad residual del promotor tetO-CMV, toxicidad celular 
del transactivator tTA, baja sensibilidad de la DOX en ciertos tipos de tejido, 
inestabilidad del transactivator tTA y cinética lenta de la inducción del transgén in vivo. 
Por tal razones, se desarrolló un sistema nuevo, el sistema tet-on. En este sistema, se 
emplea el transactivador reverso controlado por la tetraciclina rtTA que es capaz de 
unirse al ADN en presencia de la DOX (Fig. 5B). El sistema tet-on complementa el 
sistema original tet-off, resolviendo el problema de cinética lenta de activación de 














Fig. 5  Esquema del sistema Tet  
 
A - sistema Tet-off (tTA): la expresión del gen de interés se mantiene durante la ausencia del 
ligando DOX (DOX – caja marrón pequeña), al añadir DOX, la transcripción del gen de 
interés se anula. 
B - sistema Tet-on (rtTA): la adición de DOX causa la inducción de la transcripción del gen de 
interés.  
tTA - el transactivador que depende del ligando (tetraciclina), rtTA - el transactivador reverso 
DOX – doxyciclina – ligando alternativa de la tetraciclina TRE - la secuencia operadora 






















Fig. 6  Representación esquemática de la generación de ratones KO condicionales 
 
 Se requiere el uso de dos líneas de ratones transgénicos: (1) ratón “floxed” que porte el gen 
de interés flanqueando por secuencias loxP. (2) ratón transgénico Cre con un promotor tejido-
específico que tendrá expresión de recombinasa Cre solo en ciertos tipos celulares dependiendo 
del promotor utilizado. El cruce del ratón “floxed” con el transgénico para Cre originará un 
animal (3) cuyo genoma es portador tanto el transgén Cre como el gen “floxed”. La expresión de 
Cre inducirá la recombinación de las secuencias loxP, de forma que se inactivará el gen diana sólo 
en tejidos en los que exista expresión de Cre. 
 
tTA capaz de 
unirse  
con TRE 
tTA capaz de 
unirse  
con TRE 





transcripción NO Transcripción 
NO Transcripción 
Gen de interés Gen de interés 
Gen de interés Gen de interés 












    
 
 
    
Tejido de 
interés 
   
Promotor CRE 
 









1.1.7.4.   Sistemas basados en receptores de hormonas 
 Los receptores nucleares, como los de progesterona y estrógenos, son moléculas 
útiles para regular la expresión génica en células de mamíferos [Braselmann y cols., 
1993; Wang y cols., 1994]. Una de sus propiedades importantes es la capacidad de 
formar dímeros que se unen con el ADN e inducen la transcripción en células 
estimuladas por el ligando nuclear adecuado [Evans, 1988; Carson-Jurica y cols., 1990; 
Pratt y Toft, 1997]. 
 Por ejemplo, en el sistema basado en el receptor de progesterona se ha generado 
una proteína quimérica, GLVPS, compuesta por tres dominios: el fragmento del 
receptor nuclear de progesterona (inducible por el ligando), el dominio del GAL-4 (la 
proteína GAL-4 se une exclusivamente con las secuencias UAS – secuencias 
activadoras “upstream”), el dominio específico de unión al ADN y el dominio de 
transactivación VP16 del virus herpes simplex. En este sistema, tras unirse con el 
ligando adecuado (la progesterona), la proteína quimérica GLVPS forma el 
homodímero activo que, por su parte, se une con la secuencia UAS y así induce la 
expresión del gen en cuestión [Kellendonk y cols., 1999]. 
 Para evitar la interferencia con hormonas endógenas del ratón, se ha generado 
un sistema basado en el receptor recombinante de estrógeno humano. Este receptor no 
reconoce su ligando endógeno (estradiol), debido a un cambio en la estructura proteica, 
pero tiene la capacidad de unirse con el antagonista sintético del receptor, el 
tamoxifeno. La administración del dicho antagonista provoca la inducción de la 
recombinación homologa, en la cual el gen de recombinasa Cre esta controlado por el 
promotor específico del tejido de interés con la secuencia reconocida por el receptor 
recombinante [Feil y cols., 1996; Brocard y cols., 1998]. 
 
1.1.8.  Generación de ratones KO condicionales 
 Dado que Cre es una recombinasa específica de sitio, que no requiere 
cofactores, el desarrollo de un ensayo es muy simple, ya que sólo requiere la 
recombinasa Cre, dos secuencias de ADN que contengan los sitos loxP y algún 
procedimiento para verificar si la recombinación de ADN ha tenido lugar. Así, la 
generación de un animal KO condicional requiere el uso de dos líneas de ratones 
transgénicos (Fig. 6). Primero, un ratón “floxed” que porte el gen de interés con un 
fragmento a delecionar flanqueado por dos secuencias loxP y que se origina 
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básicamente por el procedimiento antes descrito (apartado 1.1.7.1.). Este alelo con 
secuencias loxP, pero que contiene aún el gen diana, es conocido en la jerga técnica 
como alelo “floxed” y es funcional en tanto no se produzca la recombinación. La 
segunda línea de ratones son transgénicos para Cre, donde el transgén porta un 
promotor específico de tejido [Orban y cols., 1992]. El cruce del ratón “floxed” con el 
transgénico para Cre originará un animal con células cuyo genoma porta tanto el 
transgén cre como el gen “floxed”: la expresión de cre inducirá la recombinación de 
secuencias loxP, de forma que se inactivará el gen diana, pero sólo en aquellos tejidos y 
momentos en los que exista la expresión de cre. Por ejemplo, se han generado líneas 
Cre para hepatocitos [Postic y Magnuson, 2000], células del miocardio [Agah y cols., 
1997], linfocitos B [Rickert y cols., 1997], linfocitos T [Lee y cols., 2001], osteoblastos 
[Dacquin y cols., 2002], condriocitos [Ovchinnikov y cols., 2000], neuronas [Zinyk y 
cols., 1998], células epiteliales [Saam y Gordon, 1999] y células endoteliales 
[Gustafsson y cols., 2001; Koni y cols., 2001; Forde y cols., 2002], entre otras.  
 
1.1.9.  Ratones de experimentación en Internet 
 Como el ratón de laboratorio se convirtió en un modelo esencial para la 
investigación sobre patologías humanas, se han generado ratones transgénicos de varios 
tipos (KO – “total”, KO – condicional o con genes mutados). Por tal razón, surgió la 
necesidad de agrupar y catalogar de alguna manera, los datos sobre la multitud de 
ratones generados. Hoy en día, existen múltiples páginas de Internet dedicadas a los 
ratones de investigación. En la Tabla 1 están presentadas algunas de las más 
importantes (Tabla 1). Además, se están realizando varios proyectos colaborativos 
internacionales a nivel mundial enfocados al agrupamiento tanto de datos como de 
muestras biológicas de ratones transgénicos. Uno de ellos, “Internacional Knock-Out 
Mouse Consortium” (IKMC) tiene como objetivo principal la creación del banco 
mundial de ratones KO de todos los genes del genoma murino, para ofrecer en el futuro 
la posibilidad de estudiar cada gen, en cualquier momento del desarrollo mediante el 
sistema Cre-loxP, utilizando la expresión específica e inducible del gen de la 
recombinasa Cre. El IKMC lo componen 4 proyectos colaborativos: 
 
KOMP - “Knock-Out Mouse Project”, EEUU, con el objetivo de generar los 
ratones KO para cada gen endógeno [Austin, 2004]. 
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EUCOMM - “European Conditional Mouse Mutagenesis Program”, UE, con el 
objetivo de desarrollar las células embrionarias ES, en las que cada 
gen se marcará con secuencias loxP creando así el banco de animales 
KO condicionales [Friedel y cols., 2007]. 
NorCOMM – “North American Conditional Mouse Mutagenesis Project”, Canada. 
TIGM – “Texas Institute for Genomic Medicine”, EEUU. 
 













Base de Datos Página WWW Descripción 
Mouse Genome Database  http://ww.informatics.jax.org Genome Informatics (MGI). Permite el 
acceso a datos de genética, genómica y 
biología del ratón. 
Medical Research Council. 
Mammalian Genetics Unit 
http://www.mgu.har.mrc.ac.uk Facilita información sobre abordajes, tanto 
sistémicos como dirigidos, para el estudio de 
la función génica con especial atención a 
modelos de ratón para el estudio de 
enfermedades genéticas humanas. 
The Whole Mouse Catalog http://www.muridae.com/wmc Facilita datos biotecnológicos y enlaces a 
Internet para rata y ratón. 
National Center for 
Biotechnology Information 
http://www.ncbi.nlm.gov/homology/ Contiene mapas comparativos, interactivos, 
de genes de rata, ratón y humanos.  




Contiene información de investigadores sobre 
animales transgénicos; actúa como repositorio 
de datos aún no publicados. 
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1.2.  Megacariocitos y plaquetas 
 Dado que nuestro trabajo versa sobre inserción y regulación génica en 
megacariocitos y plaquetas, es pertinente exponer de forma sucinta algunos datos de 
interés sobre megacariopoyesis y trombocitogénesis, así como la regulación de dichos 
procesos. 
 
1.2.1.  Origen de megacariocitos 
 Los megacariocitos provienen de células madre hematopoyéticas (HSCs), 
precursoras de todos los tipos de células sanguíneas (Fig. 7) [Ogawa, 1993]. En el 
modelo clásico de hematopoyesis, las HSCs dan lugar a dos tipos de células: línea 
linfoide – los progenitores de linfocitos (CLP), y línea mieloide – los progenitores de 
macrófagos, eosinófilos, eritrocitos y megacariocitos (CMP) [Kanz y cols., 1982; 
Nakahata y cols., 1982; Akashi y cols., 2000]. 
 Los eritrocitos y megacariocitos tienen el mismo origen y provienen de una 
célula progenitora “Megacariocito-Eritroide Precursor” (MEP) que deriva del 
progenitor temprano de la línea mieloide [Debili, 1996]. En función de los factores 
exógenos, tales como citoquinas y quimioquinas, la célula progenitora MEP, que es “bi-
potencial”, puede desarrollarse hacía una célula proliferante, capaz de formar el 
precursor de los megacariocitos de estadío temprano (BFU-MEG) que por su parte se 
desarrollará hacia formas más diferenciadas (CFU-MEG). Tanto las BFU-MEG, como 
CFU-MEG expresan el antígeno CD34 – el marcador temprano de células 
hematopoyéticas [Briddell y cols., 1989]. Las células MEP se diferencian también a 
progenitores tempranos de eritrocitos, BFU-E y CFU-E [Schulze y Shivdasani, 2004]. 
 Las primeras células totalmente destinadas al linaje megacariocítico son las 
células CFU-MEG [Nakorn y cols., 2003]. Estas células forman una pequeña colonia de 
megacariocitos puros en condiciones de cultivo in vitro y dan lugar a precursores 
diploides (2N) de megacariocitos (megacarioblastos). En estas células se pierde la 
capacidad de división pero hay endomitosis y diferenciación citoplasmática, dando 
lugar a una población de megacariocitos adultos, identificados por su tamaño y 





1.2.2. Megacariocitos durante el período fetal 
 La primera producción de células sanguíneas en el embrión depende de la 
formación de células mesodérmicas durante la gastrulación. Entre los días 6,5-7,0 del 
desarrollo embrionario del ratón (6,5-7,0 dpc), las células mesodérmicas tienden a 
ocupar una posición intermedia entre el ectodermo primitivo y el endodermo. Además, 
migran contribuyendo a la formación de estructuras extraembrionarias, incluyendo el 
saco vitelino, el corión y las membranas amnióticas [Kinder y cols., 1999]. 
 Las células BFU-E y CFU-E se encuentran en hígado fetal y su número aumenta 
exponencialmente y alcanza el máximo en el día 14,5-15,5 dpc [Rich y Kubanek, 1979; 
Kurata, 1998; Palis, 1999]. Aunque las células BFU-MEG se encuentran en el hígado, 
están poco representadas y no tienen una distribución específica [Sharma, 1985; 
Timens y Kamps, 1997]. A partir del día 15,5 dpc, los precursores hematopoyéticos se 
trasladan gradualmente a la médula ósea y poco después del nacimiento, el hígado deja 
de ser el órgano hematopoyético, tanto en ratones como en humanos. 
 
1.2.3.  Maduración de megacariocitos 
 En el organismo adulto, los megacariocitos constituyen menos del 1% de las 
células de la médula ósea [Ebaugh y cols., 1951; Levine y cols., 1980]. Principalmente, 
se encuentran en dicho tejido pero también se pueden hallar en sangre periférica y 
pulmones [Ogawa, 1993]. A lo largo de su ciclo vital, los megacariocitos adaptan su 
citoplasma y sistemas de membranas para la biogénesis de plaquetas. El aumento de 
tamaño celular se acompaña de múltiples ciclos de endomitosis, proceso en el cual la 
replicación cromosómica no va acompañada por división celular. Durante la 
endomitosis, los cromosomas se duplican varias veces (Fig. 9).  
La poliploidización de megacariocitos está controlada por la Ciclina D3, que 
está sobre-expresada en la fase G1 de células precursoras de megacariocitos en vías de 
diferenciación [Ravid y cols., 2002]. La Ciclina E también puede jugar un papel 
importante en este proceso, dado que ratones deficientes en esta proteína tienen 
endomitosis defectuosa [Geng y cols., 2003]. Otra proteína involucrada en el control de 
la endomitosis es la Aurora-B/AIM-1, que es un regulador de la mitosis [Geddis y 
Kaushansky, 2004; Zhang y cols., 2004]. Al finalizar la endomitosis el núcleo se 
convierte en un orgánulo poliploide, multilobulado, que contendrá ADN de 4N a 128N 





























Fig. 7  Génesis de megacariocitos.  
 
 La figura ilustra el desarrollo de megacariocitos a partir de una célula precursora - 
hemangioblasto (HAB), que da lugar tanto a la célula precursora del sistema vascular - 
angioblasto (AB), como a la célula madre hematopoyética (HSC). En respuesta a factores 
fisiológicos, las HSC producen progenitores mieloides (CMP) o linfoides (CLP). El progenitor 
megacariocítico (MKP) deriva de un progenitor común de megacariocitos y eritrocitos (MEP). 
Las vías que conducen a la producción de plaquetas están indicadas por flechas sólidas, otras vías 
están marcadas por flechas rotas. RBC - glóbulo rojo, Gran - granulocito; Mo - monocito 










Fig.  8 Ciclo vital del megacariocito.  
 
 (MEP - progenitor común de megacariocitos e eritrocitos, CFU-MEG – progenitor 
megacariocítico capaz de formar colonias) [Wickrema y Crispido, 2007].  
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 Los megacariocitos cambian su aspecto morfológico debido la agrupación de 
sistemas internos de membranas y gránulos producidos durante su desarrollo. El 
diámetro promedio de un megacariocito es de 37 ± 4 µm, comparado con 14 ± 2 µm de 
otras células de médula ósea, con límites de 21 ± 4 µm del megacariocito de 2N a 56 ± 
8 µm de uno de 64N [Tomer, 2004]. 
 Las proteínas específicas de plaqueta, tales como receptores de vWF y de 
fibrinógeno incluyendo la integrina αIIbβ3 (CD41a o el complejo GPIIB/IIIA), CD41b 
(GPIIb), CD61 (GPIIIa), CD42a (GPIX), CD42b (GPIb) y CD51 (αV), ya se 
encuentran en la superficie de los megacariocitos, mientras que otras moléculas, tales 
como el factor vWF, factor plaquetario 4 (PF4), β-tromboglobulina (β-TG), 
fibrinógeno, factor de coagulación VIII y factor V, se encuentran en los gránulos de 
secreción α [Heijnen y cols., 1998; Tomer, 2004]. De todos modos, otras proteínas 
como fibrinógeno, se encuentran en el citoplasma al ser captadas mediante endocitosis 
y/o pinocitosis [Handagama y cols., 1987; Henijnen y cols., 1998].  
 Al finalizar la diferenciación y maduración, los megacariocitos disponen de los 
recursos y maquinaria requerida para su tarea principal, es decir, la biogénesis de 
proplaquetas. 
 
1.2.4.  Morfología y función plaquetaria 
 En el año 1906, el científico estadounidense James Homer Wright fue el 
primero en adelantar que las plaquetas provenían de las extensiones celulares de 
megacariocitos [Wright, 1906]. Los estudios posteriores con megacariocitos in vitro 
han revelado que la formación de plaquetas tiene lugar a partir de extensiones 
megacariocíticas [Thiery y Bessis, 1956; Behnke, 1969; Becker y DeBruyn, 1976]. 
 Las plaquetas se producen mediante un complejo proceso en el cual, en primer 
lugar, se forman seudopodios de 100 – 500 µm de largo. La formación de proplaquetas 
comienza, generalmente, en uno sólo sitio. En 4-10 horas, el citoplasma entero se 
transforma en una red de proplaquetas interconectadas con el diámetro medio de 2-4 
µm, debido a la generación de proplaquetas adicionales en el sitio de inicio original o 
cerca de él. Este proceso se extiende por toda la superficie celular [Andrews y cols., 
1993; Italiano y cols., 1999]. Al mismo tiempo, el núcleo poliploide se comprime en 







































Fig. 10 Maduración de megacariocito 
 
A – Célula inmadura (promegacarioblasto)  
B – El promegacarioblasto aumenta su tamaño debido a la endomitosis y síntesis de orgánulos. 
Mientras que el citoplasma madura y se extiende, se desarrolla la red de microtúbulos procedentes 
de centrómeros. 
C - Antes del inicio de la formación de proplaquetas, los centrosomas se separan y los 
microtúbulos se trasladan a la corteza celular. La formación de proplaquetas se comienza por el 
desarrollo de seudopodios. 
D - El deslizamiento de los microtúbulos sobrepuestos conduce a la elongación de proplaquetas. 
La formación de proplaquetas tiene lugar en toda la membrana celular. Simultáneamente, los 
orgánulos se trasladan a las terminaciones seudopódicas donde se forman las proplaquetas. A 
continuación, las proplaquetas recién formadas se bifurcan dando lugar a más sitios de producción 
de proplaquetas. 
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abultamientos que son los sitios primarios de la formación y liberación de plaquetas. 
Los mecanismos de control de la liberación de plaquetas no son bien conocidos. 
 Estudios in vitro indican que los gránulos intraplaquetarios están en contacto 
directo con haces de microtúbulos y sus desplazamientos parecen ser independientes de 
la actina [Patel y cols., 2005]. De los dos motores principales de los microtúbulos, 
kinesina y dineína, sólo la kinesina parece ser responsable de transportar estos 
elementos a lo largo de los microtúbulos [Richardson y cols., 2005]. In vivo, las 
proplaquetas se amplían en los sinusoides vasculares de médula ósea, donde son 
liberadas e introducidas al torrente sanguíneo. Un megacariocito libera entre 2000 y 
5000 plaquetas [Long, 1998]. 
 La primera descripción de las plaquetas la hizo un científico inglés, William 
Hewson en el año 1780 quien describió “partículas muy pequeñas, indefinidas, en la 
sangre” [Hewson, 1780]. Sin embargo, el científico italiano, Giulio Bizzozzero, fue el 
primero en aclarar la importancia de dichas partículas. Demostró, que estos corpúsculos 
eran un elemento morfológico de la sangre independiente de las células blancas y rojas. 
Así mismo, describió por primera vez las propiedades adhesivas de dichos elementos y 
les nombró "piastrine" - pequeñas placas (posteriormente llamadas plaquetas). 
Finalmente, descubrió su papel en hemostasia y trombosis [Bizzozzero, 1882]. 
 En ratones, el número de plaquetas circulantes es, dependiendo de la cepa, de 
450 a 1690 x 109/L, con la media de ~1000 x 109/L [Levin y Ebbe, 1994], que es mayor 
que en los humanos que poseen 150-400 x 109/L de media [Gibbson y Mahaut-Smith, 
2004]. Además, las plaquetas de ratón son más pequeñas (con el volumen medio - MPV 
4,7 ± 0,3 fL) que las plaquetas humanas (MPV ~7,5-10 fL) [Corash, 1989]. La vida útil 
de las plaquetas de ratón es aproximadamente de 4,5-5,5 días, aproximadamente la 
mitad que la de las plaquetas humanas (7-10 días) [Ault y Knowles, 1995]. La 
morfología plaquetaria de ratones y humanos es similar [Lewis, 1996]. La microscopía 
electrónica ha proporcionado información básica sobre las relaciones estructura-función 
plaquetaria. La forma discoidea de las plaquetas no activadas se mantiene debido a un 
citoesqueleto firme compuesto por polímeros de tubulina y actina junto con proteínas 
asociadas (Fig. 11) [Fox, 1993; Hartwig e Italiano, 2003]. 
 Ante todo, las plaquetas son indispensables en el control de la hemostasia, es 
























Fig. 11 Morfología y anatomía plaquetaria 
 
A - Imagen de plaquetas obtenida por microscopía electrónica de rastreo. La imagen presenta las 
plaquetas con su forma discoidea característica. La superficie celular es bastante uniforme excepto 
los sitios (marcados con flechas) de comunicación de los canales del sistema abierto canalicular 
(SCCS) con la superficie. 
B- Esquema de plaqueta (B1 - corte ecuatorial, B2 - corte transversal). Zona periférica: capa 
exterior (EC), membrana trilaminar (CM), región submembranar (SMF), forman la pared de 
plaqueta, y están acompañadas por los sitios de entradas de canales del sistema abierto canalicular 
(SCCS). Zona gel-sol: zona de microfilamentos y filamentos submembranares (SMF), haces 
perimétricos de microtúbulos (MT). Zona de orgánulos: mitocondria (M), gránulos α (G), 
gránulos densos (DB), elementos del canal denso tubular (DTS), glucógeno (Gly), aparato de 
Golgi (GZ). 
C – Imagen de microscopía electrónica de cortes de plaquetas humanas normales (C1 - corte 
ecuatorial, C2 - corte transversal). La mayor parte de las estructuras indicadas esquemáticamente 
en la figura B, se pueden identificar en estas células. La capa exterior aparece amorfa. La región 
submembranar está situada entre los haces de microtúbulos y la pared celular. La figura C1, 
muestra la disposición circular del haz perimétrico de microtúbulos (MT). En la figura C2, el haz 
de microtúbulos se sitúa en los extremos polares de la célula. El complejo de membrana (MC) 
está formado por interacciones de elementos del canal denso tubular (DTS) y canales del sistema 







hemostática se basa en su capacidad de adhesión rápida a proteínas de adhesión de la 
matriz subendotelial expuestas en el sitio de daño vascular, agregación de plaquetas 
mediante formación de puentes de fibrinógeno, para formar el coágulo primario 
hemostático o “tapón plaquetario” [Jackson, 2007; Varga-Szabo y cols., 2008; Wei y 
cols., 2009]. Los principales receptores plaquetarios involucrados en los procesos de 
agregación y, en general, en interacciones celulares, son la integrina αIIbβ3 y la P-
selectina. Ambas proteínas se exponen en la superficie celular cuando las plaquetas son 
activadas. La integrina αIIbβ3 en su estado activo se une con el fibrinógeno soluble, 
permitiendo así la agregación plaquetaria y formación de complejos entre plaquetas, 
leucocitos y células endoteliales [Spangenberg y cols., 1993]. La P-selectina es una 
proteína de los gránulos α que se expone superficialmente durante el proceso de 
activación plaquetaria (Tabla 2). En las etapas más tempranas de procesos 
inflamatorios, las plaquetas adheridas mediante P-selectina promueven la adhesión de 
neutrófilos a las células endoteliales [Mine y cols., 2001], dado que el ligando de P-
selectina (PSGL-1) está presente en neutrófilos, monocitos, y una subpoblación de 
células T [Larsen y cols., 1989; Moore y Thompson, 1992]. El Pf4 y β-TG actúan 
durante la primera fase del reclutamiento y activación de leucocitos. Además, el factor 
Pf4 tiene propiedades quimiotácticas para neutrófilos, monocitos y fibroblastos [Deuel 
y cols., 1981], induce la liberación de histamina por los basófilos y estimula la adhesión 
de eosinófilos [Brindley y cols., 1983]. La molécula de adhesión intercelular 2 (ICAM-
2), que se encuentra tanto en plaquetas en reposo como en plaquetas activadas, 
desempeña un papel adicional en las interacciones entre leucocitos y plaquetas 
[Diacovo y cols., 1994]. Además, en plaquetas activadas también se expresan en 
superficie moléculas de adhesión a células endoteliales, tales como CD54, CD62 y 
CD106 [Gawaz y cols., 1998; Henn y cols., 1998]. 
 Finalmente, la evidencia experimental indica que las plaquetas también 
desempeñan un papel importante en procesos como: reparación de heridas [Nurden, 
2007], integridad vascular [Gimbrone y cols., 1969], aterosclerosis [Gawaz y cols., 
2005; Wang y cols., 2005], sepsis [Levi, 2005; Clark y cols., 2007], obesidad 
[Nishimura y cols., 2008], rechazo de transplantes [Morrell y cols., 2007], metástasis 






Tab. 2 Moléculas de gránulos α  y gránulos densos secretadas por plaquetas [Van Ost, 1986; 





Gránulos α  
Proteínas específicas de plaquetas: 
factor plaquetario 4 (Pf-4), Proteínas de la familia de β-tromboglobulinas: proteína básica de 
plaqueta (PBP), factor plaquetario 4 de baja afinidad (LA-PF4), β-tromboglobulina, β-
tromboglobulina F. 
Glucoproteínas de adhesión:  
fibrinógeno, factor von Willebrand (vW) 




Factores de coagulación:  
factor V, proteína S, factor XI 
Mitógenos:  
factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF), factor de crecimiento de transformación 
(TGF-β1), factor de crecimiento de células endoteliales (ECGF), factor de crecimiento de 
epidérmio (EGF), factor de crecimiento de tipo insulina (IGF) 
Factores de angiogénesis:  
factor de crecimiento de endotelio vascular (VEGF) 
inhibidor del factor plaquetario 4. 
Inhibidores fibrinolíticos:  
inhibidor de plasmina α2 (α2PI) 
inhibidor del activador de plasminógeno 1 (PAI-1) 
Albúmina 
Inmunoglobulinas 
Proteínas de membrana:  
P-selectina (CD62P), CD63 (LAMP-3), GMP 33. 
Gránulos densos 
ADP, ATP, GDP, calcio, serotonina, pirofosfato, magnesio 
Lisosomas 
catepsina D y E, carboxipeptidasa A y B, β-N-acetilo-D-hexosaminidasa, β-D-glucuronidasa, β-D-
galactosidasa, α-D-mannosidasa, α-L-arabinofuranosidasa, α-D-galactosidasa, α-D-fucosidasa, β-D-
fucosidasa, β-D-glucosidasa, α-D-glucosidasa, fosfatasa ácida 
Otras proteínas secretadas 
proteasa nexina I (PN-I), Gas 6, proteasa nexina II (PN-II), inhibidor de la vía del factor tisular (TFPI), 
factor XIII, inhibidor de α-proteasas, (α-PI), inhibidor del complemento 1, kininógeno de alto peso 
molecular (HMWK), macroglobulina α2 (α2-M), factor de permeabilidad vascular (VEGF-A), 
interleuquina 1β (IL-1β), glucoproteína rica en histidina (HRG) 
Quimioquinas 











































 Tal y como explicamos en el apartado anterior, la manipulación del genoma y la 
generación de animales portadores de alelos condicionales (“floxed”) sólo es de utilidad 
si se posee la herramienta adecuada para modificar dichos genes. Dicha herramienta son 
animales que expresen el gen de la recombinasa Cre de forma específica en el tejido en 
el que quisiéramos introducir la modificación. Además de las dificultades técnicas 
implícitas en la transgénesis, la generación de ratones con expresión específica de 
órgano o tejido plantea dificultades adicionales. A saber, la elección de promotores 
específicos de tejido y generación de construcciones con promotores de tamaño 
suficiente para que sean portadores de elementos reguladores que permitan la estabilidad 
temporal y niveles de transcripción adecuados. En resumen, la obtención de ratones con 
expresión celular específica, sin temor a equivocarnos, podemos decir que es la etapa 
limitante más importante para el progreso de la tecnología de ablación génica dirigida. 
Nuestro laboratorio ha generado varios ratones portadores de alelos 
condicionales, “floxed”, uno de ellos, es el ratón CD40L“floxed”. Este gen tiene interés 
especial en el estudio de la función plaquetaria, dado que se estima que 
aproximadamente el 90% del CD40L circulante se produce en las plaquetas. Por tanto, la 
ablación de este gen en megacariocitos y plaquetas tiene un gran interés para desvelar el 
control de etapas reguladoras de los sistemas hemostático e inmune. Este objetivo sólo 
se puede satisfacer si se dispone de ratones transgénicos con expresión específica de 
recombinasa Cre en megacariocitos y plaquetas.  
 El objetivo principal de nuestro trabajo ha sido la generación de ratones 
transgénicos con expresión específica de cre en megacariocitos y plaquetas y su 
verificación funcional. Las distintas etapas a superar han sido: 
 
1) Clonación de un promotor específico de plaquetas y su región reguladora. 
2) Generación de una construcción génica anteponiendo el promotor y su región 
reguladora al ADNc del gen de la recombinasa Cre. 
3) Microinyección de dicha construcción en oocitos fecundados de ratón. 
4) Transferencia de los embriones microinyectados al oviducto de hembras 
seudopreñadas. 
5) Verificación de la presencia del transgén en la progenie y su transmisión por vía 
germinal a la descendencia. 
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6) Realización de pruebas que permitieran determinar la intensidad, calidad y 
distribución anatómica de la expresión del transgén. 
7) Valoración del sistema Cre/loxP mediante el cruce de ratones transgénicos 
mαIIb-Cre con ratones portadores del alelo CD40L“floxed” para verificar si se 
produce la ablación específica del alelo CD40L“floxed” en megacariocitos y 

















































3.  MATERIALES Y MÉTODOS 
3.1.  Extracción de ADN genómico 
a) ADN de cola de ratón 
 La extracción de ADN se realizó según Ornitz y col. 
(http://molecool.wustl.edu/ornitzlab/protocols.htm) a partir de un fragmento de cola de 
ratón que se digirió en tampón de lisis (Tris-ClH 60 mM pH 8,0, ClNa 122 mM, EDTA 
12 mM pH 8,0, SDS al 1,2%) con proteinasa K (10 mg/ml) durante 12-18 h a 55oC. El 
ADN se extrajo con fenol-cloroformo (75:25) y cloroformo. A continuación, se 
precipitó con etanol absoluto (100%) a -20 oC y se lavó el precipitado con etanol al 70% 
a -20 oC. Finalmente, se resuspendió el ADN en agua libre de nucleasas (Promega). La 
concentración se determinó con el espectrofotómetro GeneQuant (Pharmacia) y se 
preparó una dilución de 100 ng/µl. 
b) ADN de células del cultivo in vitro 
Las células de cultivo se incubaron a 55°C, durante 12-24 horas, en tampón de 
lisis (ClNa 200 mM, Tris-ClH 10 mM pH 8,5, EDTA 5mM, SDS al 0,2% y proteinasa 
K 0,1 mg/ml). A continuación, el ADN se precipitó con isopropanol y se incubó 30 min 
a temperatura ambiente. Después de centrifugar a 4 °C, 10 minutos a 400 x g, el ADN 
precipitado, se lavó con etanol al 70% y posteriormente, se dejó secar para, finalmente, 
resuspender el precipitado en agua libre de nucleasas (Promega). 
 
3.2.     Generación de vectores recombinantes 
3.2.1.  Clonación de productos de PCR en vectores A-T 
 Para obtener la cantidad suficiente de ADN, clonamos los productos de PCRs en 
un vector A-T (pCR2.1-Topo 3.9kb, Invitrogen). Para ello, incubamos el producto de 
PCR con el plásmido durante 30 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente, se 
transformaron las células competentes de E. coli mediante “choque térmico” y se 
sembraron 300 µl de la suspensión celular sobre placas de agarosa con ampicilina (50 
µg/ml) y solución X-gal (5-bromo-4-cloro-3-indol-β-D-galactopiranosa) a 40 mg/ml. 
Al día siguiente, se recogieron los clones positivos (los clones de color blanco frente a 
los clones negativos de color azul) y se crecieron en medio LB con ampicilina al 50 
µg/ml durante 16 horas a 37 oC. A continuación, se extrajo el ADN plasmídico según el 
método de Morelle [Morelle, 1989]. La presencia del fragmento clonado en el vector 





Topo se verificó mediante digestiones con enzimas de restricción y posteriormente se 
secuenció el ADN de los clones seleccionados. 
 
3.2.2.  Transformación de células E.coli competentes mediante “choque térmico” 
 Para transformar células competentes de E.coli incubamos 100 µl de la solución 
de células competentes con 15 µl del vector a transformar durante 20 minutos a 4 oC. 
Tras el choque térmico de 90 segundos a 42 oC, se incubaron las células competentes de 
nuevo a 4 oC durante 5 minutos. Posteriormente, se añadieron 500 µl del medio de 
cultivo SOB con SO4Mg 10mM y se incubaron las células durante una hora a 37 oC. A 
continuación, se sembraron 300 µl de la suspensión celular sobre placas de agarosa con 
50 µg/ml ampicilina o con 0,05 mg/ml kanamicina. Las placas se incubaron 16 horas a 
37 oC y al día siguiente se seleccionaron los clones resistentes a antibióticos. 
 
3.2.3.  Digestiones enzimáticas 
 Como regla general, en cada caso particular la digestión enzimática se llevó a 
cabo con 5 U de enzima de restricción en su tampón correspondiente en un volumen 
final de 40 µl durante 16 horas a 37 oC.  
 
3.2.4.  Desfosforilaciones 
 Para evitar la re-circulación del vector, en los casos concretos en los que el 
vector se corta con un solo enzima de restricción, desfosforilamos el extremo 3’ de las 
hebras de ADN. Para ello, incubamos 15 µl de vector linearizado con 60 U de fosfatasa 
alcalina (Roche), en un volumen final de 40 µl, durante 3 horas a 37 oC. 
 
3.2.5.  Ligaciones 
 Las ligaciones de fragmentos de ADN a vectores previamente linearizados las 
llevamos a cabo en volúmenes finales de 20 µl durante 16 horas a 16 oC, utilizando 20 
U de ligasa T4 en cada reacción. A continuación, transformamos las células 
competentes de E. coli con el producto final de la ligación mediante “choque térmico” 
(Ver el Apartado 3.2.2.). 
 
 





3.2.6.  Purificación de ADN de geles de agarosa 
 Las muestras de ADN (de productos de reacciones enzimáticas, 
desfosforilaciones o ligaciones) se analizaron mediante electroforesis en geles de 
agarosa, en tampón TAE. Las bandas de ADN se tiñeron con bromuro de etidio (BrEt) y 
se visualizaron en un transiluminador con luz ultravioleta. Cuando las circunstancias lo 
requirieron el fragmento de ADN de nuestro interés se extrajo del gel y se purificó 
mediante el kit comercial JetQuick (Genomed). 
 
3.3.  Establecimiento de colonias de ratones 
 En este trabajo hemos utilizado ratones de las cepas CD1 y FVB/N. Además, en 
cada etapa de la producción de ratones transgénicos utilizamos los siguientes tipos de 
ratones: 
- Machos fértiles adultos (FVB/N) 
- Hembras jóvenes (FVB/N) 
- Machos vasectomizados (CD1) 
- Hembras seudopreñadas (CD1) 
Machos fértiles adultos. Los machos adultos de la cepa FVB/N (más de 8 semanas de 
vida) sirvieron para cruzarlos con las hembras jóvenes que han sido superovuladas para 
incrementar el número de oocitos fecundados. 
Hembras jóvenes. En nuestros experimentos se utilizaron las hembras jóvenes de la 
cepa FVB/N que no alcanzaron 4 semanas de la vida (entre 3 y 4 semanas) para 
asegurarse que no hayan empezado todavía su propio ciclo menstrual. Las hembras 
jóvenes fueron donantes de oocitos fecundados.  
Machos vasectomizados. Los machos vasectomizados de la cepa CD1 (adultos de más 
de 2 meses) se emplearon para producir hembras seudopreñadas. La vasectomía es una 
operación sencilla en la que se ligan los vasos deferentes del animal [Hogan y cols., 
1994; Nagy y cols., 2003]. Los machos se recuperan durante las dos o tres semanas 
siguientes a la vez van eliminando el esperma residual que pudiera quedar en los 
conductos seminíferos. Posteriormente, verificamos la eficacia de la vasectomía 
comprobando su incapacidad para dejar preñadas hembras adultas normales.  
Hembras seudopreñadas. Las hembras seudopreñadas (adultas de entre 2 a 6 meses) 
son madres candidatas a recibir los embriones manipulados. Dichas hembras al cruzarse 
con los machos vasectomizados no pueden quedarse preñadas pero reciben los 





estímulos precisos para volverse receptivas para acoger embriones ajenos y continuar 
con la gestación. Sus propios oocitos sin fecundar desaparecen por autolisis. Para saber 
si son receptivas para acoger los embriones, se comprueba la formación del tapón 
vaginal compuesto por proteínas del líquido seminal. La formación del tapón indica que 
la hembra es una madre potencial para recibir los embriones que se vayan a transferir. 
Los embriones se transfieren al día siguiente de la micromanipulación, momento en el 
que han pasado al estadío de dos células.  
 
3.4.  Generación de ratones transgénicos mediante micromanipulación de cigotos 
3.4.1.  Recolección de cigotos fecundados 
 Para obtener cigotos, inducimos la superovulación de hembras jóvenes de la 
cepa FVB/N. Se inyectaron intraperitonealmente 5 U/hembra de gonadotropina de suero 
de yegua preñada (PMSG, Sigma) y 46 horas después 5 U/hembra de gonadotropina 
coriónica humana (hCG, Sigma). Tras la inyección de la segunda hormona, el mismo 
día, se cruzaron las hembras con machos fértiles adultos de la cepa FVB/N. Al día 
siguiente, se extrajeron oocitos fecundados de hembras que presentaron tapones 
vaginales. Las hembras murinas poseen un útero bicorne, con un ovario en cada 
extremo del cuerno uterino. Para extraer los oocitos fecundados fue necesario localizar 
y extraer los oviductos donde precisamente se encuentran alojados los oocitos recién 
fecundados. Los oviductos se encuentran entre cada ovario y el útero. Para sacarlos, se 
liberó, con ayuda de tijeras, su unión al ovario y al útero y se colocaron en un pocillo de 
cristal, en forma de vidrio de relojero, con el medio de cultivo M2 (Sigma) previamente 
atemperado a 37oC. Este procedimiento se repitió con el resto de las hembras. 
 Colocamos el pocillo de cristal con los oviductos en una placa calefactora a 37oC 
mientras se preparaban otras soluciones necesarias para la extracción de embriones: 
- Un pocillo de cristal con 500 µl de M2 y 1 µg/µl de hialuronidasa (Sigma) para 
disgregar las células de la capa granulosa y del cúmulo que tienen los embriones 
adheridos a su zona pelúcida. 
- Otros dos pocillos de cristal con 500 µl de M2 para lavar los embriones después de 
haberlos tratado con hialuronidasa. 
- Una placa de cultivo de 6 cm de diámetro (Falcon) con 20 gotas (de 25 µl cada una) de 
medio M16 cubiertas por una capa de aceite mineral estéril (Sigma), que evita las 





pérdidas del medio de cultivo por evaporación. La placa fue previamente guardada en el 
incubador de CO2 Hepa Filtered Forma Scientific (Hucoa-Erloss), para que se 
equilibrara el pH.  
 A continuación, los oviductos se transfirieron individualmente al pocillo con 
hialuronidasa. Bajo lupa binocular (SZX9, Olympus) se localizó el ámpula, zona inicial 
del oviducto que ocupa el primer o segundo bucle hasta la abertura del mismo, el 
infundíbulo. El ámpula de las hembras recién ovuladas aparece como una dilatación del 
oviducto con los oocitos fecundados en su interior (Fig. 12 A). Para la extracción de los 
embriones se desgarró el ámpula con dos pinzas Dumont y éstos salieron al exterior por 
diferencia de presión, en forma de cúmulo, debido a que están envueltos por las células 
de la granulosa (Fig. 12 B). El resto del oviducto se retiró del pocillo. Tras unos minutos 
de incubación de los embriones con la solución de hialuronidasa, se preparó una cánula 
con la punta de una pipeta Pasteur estirada y cortada en un mechero de alcohol en un 
extremo, por donde se recogieron los embriones, y una boquilla en el otro extremo, por 
donde insuflando o succionando controlamos la posición de los embriones. Estas agujas 
se confeccionaron teniendo en cuenta el tamaño de un embrión, 100 µm, por lo que su 
diámetro tendría que ser superior y que el diámetro no permitiera el paso de más de un 
embrión a la vez. Estos embriones se expulsaron y recogieron varias veces, bajo la lupa, 
hasta que quedaron aislados y limpios de células de la granulosa. Los embriones se 
transfirieron al otro pocillo con el medio M2 para limpiar las trazas de hialuronidasa que 
quedaran en el medio.  
 Finalmente, se trasladaron los embriones al pocillo con M16 equilibrado y se 
mantuvieron en el incubador hasta su microinyección (Fig. 12 C). Este proceso se 
repitió con el resto de los oviductos, siendo posible la manipulación de varios a la vez. 
 
3.4.2.  Preparación de la construcción para microinyección 
 Una vez confirmada la secuencia de la construcción, se crecieron los clones y 
extrajimos y purificamos ADN plasmídico mediante un sistema de purificación de ADN 
(Maxi Kit, Plasmid Purification, Jet Star 2.0), éste se digirió con enzimas de restricción 
para separar el transgén del vector (Fig. 16). Tras la electroforesis del ADN digerido se 
llevó a cabo la purificación de la banda correspondiente a la construcción transgénica (4 
kpdb) mediante el kit Elu-Quick (Schleicher&Schuell). A continuación, se filtró la 
solución de ADN utilizando columnas con filtro de 0,22 µm (SPIN-X, Costar). 




























Fig.10 Manipulación de embriones para la generación de ratones transgénicos 
 
A – El ámpula de hembras recién ovuladas aparece como una dilatación del oviducto con 
los oocitos fecundados en su interior. 
B – Extracción de embriones del ámpula. Estos salen al exterior por diferencia de presión, 
en forma de cúmulo, debido a que están envueltos por células de la membrana granulosa. 
C – Los embriones en el medio M16 equilibrado se mantienen en el incubador hasta que se 
procede con la microinyección. 
D, E, F – Microinyección del ADN transgénico en los cigotos (D – sujeción del embrión, E 
– introducción de la micropipeta dentro del pronúcleo, F – retirada de la micropipeta). 
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Posteriormente, se comprobó la concentración de ADN en la muestra mediante 
electroforesis del ADN en geles de agarosa con un marcador de peso molecular 
(EcoLadder I, Ecogen). Finalmente, se prepararon alícuotas de ADN del transgén (2 
ng/µl) y se guardaron a – 20 oC hasta el momento de la microinyección. 
 
3.4.3.  Microinyección del ADN transgénico en los oocitos (Fig. 12 D-F) 
 La microinyección se realizó bajo un invertoscopio IX-50 (Olympus), equipado 
con contraste diferencial de Nomarski para crear una imagen virtual tridimensional de 
los oocitos y así facilitar el reconocimiento de los pronúcleos. Las agujas de inyección y 
sujeción se controlaron con los micromanipuladores manuales Transferman NK 2 
(Eppendorf). El micromanipulador del lado izquierdo controlaba la aguja de sujeción, la 
cual estaba conectada a un cilindro con un émbolo que al generar vacío sujetaba o 
liberaba los embriones (CellTram Air, Eppendorf). El micromanipulador del lado 
derecho controlaba la aguja de microinyección, conectada a un sistema de presión de 
aire de la unidad del microinyector (FemtoJet, Eppendorf). Las agujas de sujeción 
fueron comerciales (VacuTip, Eppendorf) y las de microinyección se confeccionaron a 
partir de capilares de 1 mm de diámetro, con un filamento interno de cristal como 
refuerzo (TW100F-4 WPI, EEUU), en un elongador de precisión que controlaba 
parámetros como fuerza de estiramiento, temperatura y tiempo (Flaming/Brown 
micropipette puller, model P-87, Sutter instrument co.). 
 Una vez obtenido el ADN de la construcción de mαIIb-Cre , se procedió a su 
microinyección en oocitos fecundados. Antes de colocar las agujas en los 
micromanipuladores, se centrifugó la solución de ADN para que las pequeñas 
impurezas que pudieran atascar la aguja de inyección se depositaran en el fondo. A 
continuación, se procedió a cargar dicha aguja por capilaridad. Se colocaron ambas 
agujas en sus micromanipuladores y se preparó el porta excavado con 100 µl del medio 
M2 atemperado a 37oC. Las agujas se colocaron en el fondo del porta de tal manera que 
no llegaran a tocarlo puesto que ahí se colocarían los embriones. Las agujas son muy 
frágiles, por lo que hay que actuar con precaución para evitar su rotura. La aguja de 
sujeción tiene que mantener un equilibrio entre la presión interna y externa de la misma 
para que pueda controlarse el manejo de los embriones. 
 Una vez preparadas las agujas, se recogieron 10-15 oocitos fecundados de la 





gota del medio M16 y se lavaron con el medio M2. Se transfirieron al porta excavado 
con el medio M2 y se guardó el resto de embriones en el incubador de CO2. Se colocó el 
porta bajo el invertoscopio y para asegurarse que no se perdiera ningún embrión, 
aplicamos más o menos vacío con la pipeta de sujeción para así agrupar los embriones 
en la zona sur del porta. Se emplearon las cuatro direcciones: al sur estarían los 
embriones agrupados antes de microinyección, al norte los embriones microinyectados 
con éxito (embriones vivos que no hayan sufrido lesión de la membrana citoplasmática), 
a la izquierda (oeste) quedaría la pipeta de sujeción y a la derecha (este) la aguja de 
microinyección junto con los embriones dañados. El siguiente paso fue succionar un 
embrión con la aguja de sujeción de tal manera que el corpúsculo polar quedara hacia la 
izquierda para evitar molestias durante la microinyección. El oocito recién fecundado 
tiene dos pronúcleos, el que proviene del espermatozoide y el del propio oocito. Ambos 
pronúcleos se fusionarán originando el núcleo diploide y dando lugar al cigoto. La 
microinyección de la solución del ADN se efectúa en el pronúcleo más grande (el 
masculino) antes de que este fenómeno suceda. El embrión se gira hasta colocar el 
pronúcleo lo más cerca posible de la aguja de inyección, colocando la punta de ésta en 
el mismo plano focal que el pronúcleo. 
 Si la inyección es correcta, se apreciará el aumento del pronúcleo. Colocamos el 
embrión microinyectado en la zona norte del porta. Del mismo modo, se procesaron el 
resto de los embriones de la tanda y, finalmente, se transfirieron a gotas del medio M16 
equilibrado donde se mantuvieron en cultivo hasta el día siguiente para su posterior 
transferencia a hembras receptoras. Normalmente, sobrevive este proceso el 70-90% de 
los embriones microinyectados. 
 Los embriones microinyectados se cultivaron hasta el día siguiente de la 
microinyección. El paso de los embriones al estadío de dos células confirmaba las 
buenas condiciones de los mismos (Fig. 12 G). Una vez alcanzado el estadío de dos 
células, se transfirieron al oviducto de hembras seudopreñadas de 0,5 dpc. 
 
3.4.4.  Transferencia de embriones a hembras seudopreñadas 
 Normalmente, la transferencia de oocitos a hembras receptoras se lleva a cabo 
con embriones de dos células. El número de embriones que se introduzcan tiene que 
asegurar el mantenimiento de la gestación y el éxito del parto. La introducción de 
menos de 20 embriones da lugar a camadas muy pequeñas (1 ó 2 crías). Por tanto, se 





deben transferir, al menos, entre 20-30 embriones por hembra receptora. Se pueden 
transferir los embriones en uno o en los dos oviductos en la misma hembra 
seudopreñada. Los fetos se encontrarán más adelante, durante la gestación, en los dos 
cuernos del útero.  
 Primero, se sacaron los embriones del incubador y después de evaluar 
microscópicamente su calidad se transfirieron a una cubeta con 0,5 ml de medio M2 
para lavarlos. Seguidamente, se verificó el número de embriones para decidir cuantos se 
iban a transferir por hembra receptora.  
 A continuación, se preparó la cánula cargada con embriones a transferir. Para 
ello, cargamos la aguja de transferencia con unos microlitros de medio M2, con una 
burbuja de aire (que ayuda a controlar los embriones y sirve de referencia para saber si 
se habían transferido todos) y se recogen los embriones en fila de uno en uno y en la 
menor cantidad de medio posible más o menos a un centímetro de la punta de la aguja 
de transferencia.  
  Las hembras receptoras se anestesiaron con una mezcla de ketamina (Ketolar, 
Parke-Davis) y rompún, relajante muscular (Bayer), en función del peso del animal 
(10,5 µl/g de peso de una solución de ketamina:rompún:PBS a 3:16:90). Se hizo una 
incisión, a menos de un centímetro de una depresión dorsal localizada entre la columna 
vertebral y el reborde costal inferior. Al retirar la piel alrededor de la incisión se puede 
ver un nervio acompañado de un vaso sanguíneo en sentido diagonal. El ovario está 
justo bajo este nervio y debería ser visible a través de la pared corporal como una 
pequeña mancha rosada rodeada de una cubierta de grasa blanca. Seccionamos la pared 
abdominal, y retiramos hacia un lado la cubierta grasa. Tras el tejido graso sale el ovario 
y sujeto a él, el oviducto y el útero. Se sujetó la grasa con una pinza y se colocó sobre la 
parte dorsal del animal para que el ovario, el oviducto y parte del útero queden fuera de 
la cavidad abdominal. Se colocó el animal bajo la lupa con la cabeza hacia la izquierda, 
de tal modo que el infundíbulo quede dirigido hacia la derecha con el ámpula a su 
izquierda. A continuación, la membrana transparente que cubre el ovario y el oviducto, 
la bursa, se rompió a la altura del infundíbulo mediante una incisión con mucho cuidado 
de no dañar ningún vaso sanguíneo. Al romper la bursa se desprende el líquido del 
interior que se retiró con bastoncillos de algodón estériles. Una vez localizado el 
infundíbulo, se introdujeron unas pinzas en su interior para limpiar la entrada de 
posibles restos de mucosidad así como para asegurar su correcta posición. 





 El siguiente paso fue introducir la aguja de transferencia en el infundíbulo con 
cuidado de no romper la pared del oviducto, puesto que el ámpula se encuentra muy 
cerca. Finalmente, se procedió a insuflar los embriones en el interior hasta que la 
burbuja de aire haya entrado, prueba de que la transferencia fue correcta. Terminada la 
transferencia, se soltó la grasa sujeta con la pinza, se introdujo de nuevo todo el aparato 
reproductivo en el interior de la cavidad abdominal y se suturó primero la pared 
corporal y, posteriormente, el plano cutáneo. 
 Una vez finalizada la operación, el animal fue mantenido en un lugar tranquilo, 
atemperado a 37oC, hasta que se despertó. A los 20-21 días nacieron las crías 
procedentes de los embriones microinyectados. 
 
3.5.  Análisis de la descendencia 
3.5.1.  La reacción en cadena de la polimerasa (PCR) 
 A las tres semanas del parto, las crías se alimentan solas por lo que se procedió 
al destete. Se separaron los machos y las hembras en jaulas distintas y se procedió a su 
marcaje, para lo cual se perforan las orejas de cada ratón en distintas posiciones. 
 Una vez marcados los animales, se tomaron biopsias de la cola de ratón para 
extraer ADN. De un fragmento de menos de un centímetro se extrae ADN suficiente 
para genotipar. Una vez cortada la cola se guardó a -20oC hasta su procesamiento. El 
ADN genómico se extrajo según el procedimiento previamente descrito (Ver el 
Apartado 3.1.). Una vez obtenido el ADN, se preparó una dilución de la muestra a 100 
ng/µl y se procedió con la reacción en cadena de la polimerasa (PCR). Como control 
negativo se utilizaron muestras sin ADN. Las amplificaciones se llevaron a cabo en 
volumen final de 25 o 50 µl, según el ensayo, con 1 U (o 2,5 U) de Taq ADN 
polimerasa (Ecogen), 200 µM de cada deoxinucleótido trifosfato (dNTPs) y 2,0 mM de 
Cl2Mg. Las temperaturas de hibridación fueron 60 oC o de 66 oC. Todas las reacciones 
se llevaron a cabo en termocicladores GenAmp PCR modelos 9600 y/o 2400 (Perkin-
Elmer). Para visualizar las amplificaciones por PCR, se realizaron electroforesis de 
ADN en geles de agarosa en el tampón TAE, 70 V, durante ~20 minutos, empleando el 
patrón de peso molecular de 1kb de ADN (1 Kb DNA Ladder, Invitrogen). Las 
imágenes se tomaron utilizando el equipo Gel DOC XR (BioRad). 
 





3.5.2.  Southern-blot 
Electroforesis del ADN genómico 
 Para determinar el número de sitios de integración genómica del transgén 
utilizamos la técnica de Southern-blot [Southern, 1975] utilizando una sonda marcada 
con biotina y revelando con quimioluminiscencia. Primero, digerimos 10 µg de ADN 
genómico mediante incubación con distintas enzimas de restricción. Finalmente, 
utilizamos las enzimas BamH I y Xba I. Las digestiones se llevaron a cabo en tampón 
B, en un volumen final de 50 µl, durante 16h a 37°C. A continuación, realizamos una 
separación electroforética del ADN digerido en un gel de agarosa al 1% (Pulsed Field 
Certified Agarose, BioRad) a 30V en el tampón TAE durante 18h a 4°C. La 
cuantificación se llevó a cabo con un patrón de ADN de 1kb de (1 Kb DNA Ladder, 
Invitrogen). Como control positivo utilizamos la construcción (plásmido) portadora no 
digerida del transgén utilizada para la microinyeción de embriones. Como solución de 
carga se utilizó una solución acuosa de Ficoll-400 al 15% (Sigma). 
Transferencia de ADN a membrana de nylon por difusión salina. Al finalizar la 
electroforesis, se cortó la calle correspondiente al patrón de ADN y se tiñó con bromuro 
de etidio durante 30 min. El gel se fotografió con una regla para calcular la situación de 
la(s) bandas de interés. A continuación, se llevó a cabo la depurinación de ADN 
mediante incubación del gel en una solución de ClH 0,25 N durante 15 min. Tras lavar 
el gel con agua, se desnaturalizó el ADN mediante incubación en tampón ClNa 1,5 M, 
NaOH 0,5 M, durante 45 min, a temperatura ambiente, con agitación suave. A 
continuación, neutralizamos el gel mediante incubación en tampón Tris-ClH 1 M, ClNa 
1,5 M, pH 8, durante 20 min, a temperatura ambiente, con agitación suave.  
 Una vez neutralizado el gel, procedimos a su transferencia a una membrana de 
nylon mediante difusión salina. Para ello, preparamos un recipiente con un soporte 
interior de cristal y lo llenamos con solución SSC 6x (ClNa 900 mM, C6H9Na3O9 90 
mM). Cortamos una tira de papel 3MM de tal manera que los extremos quedaran 
sumergidos en el tampón SSC 6x del recipiente. Se empapó bien la tira en el tampón 
SSC 6x y se extendió sobre el soporte interior de cristal evitando las burbujas. Sobre 
esta tira se colocaron 4 láminas de papel 3MM empapadas en SSC 6x del mismo 
tamaño del gel y a continuación se colocó el gel de forma invertida. Para evitar la 
evaporación de tampón durante la transferencia, se envolvió con papel transparente, 





dejando el hueco exacto del gel en el medio. Posteriormente, se colocó una membrana 
de nitrocelulosa de dimensiones iguales a las del gel, previamente hidratada en agua 
(Zeta-ProbeGT Genomic Tested Blotting Membrana, BioRad), procurando eliminar 
burbujas deslizando sobre la superficie con suavidad una pipeta. Sobre la membrana se 
colocaron 4 hojas de papel de filtro 3MM, del mismo tamaño que él de la membrana, 
empapadas en tampón SSC 6x. Seguidamente, se colocaron láminas de papel de filtro 
del tamaño de la membrana hasta alcanzar unos 10-12 cm de alto y en la parte superior 
se colocó un cristal y sobre éste un peso de unos 0,5 kg. Esta preparación se mantuvo 
unas 18h. Al cabo de las cuales se indicó la orientación de la membrana y se retiró el 
gel. La membrana se lavó dos veces, durante 5 min, en tampón SSC 2x (ClNa 300 mM, 
C6H9Na3O9 30 mM) con agitación suave. El ADN trasferido a la membrana de 
nitrocelulosa se fijó con luz UV (150 mJ) en un horno GC-Gene-Linker (BioRad), se 
secó a 37°C y se almacenó a 4°C.  
Marcaje de sonda. Para los experimentos de Southern-blot utilizamos una sonda 
obtenida por PCR y marcada con biotina. En primer lugar, amplificamos por PCR un 
fragmento de 311 pb a partir del ADNc del gen de la recombinasa Cre. Para la reacción 
se utilizaron 16 ng de vector del transgén de cre, empleando 1 pmol de cada uno de los 
siguientes oligonucleótidos: 
            Cre-S1 (5’-GGTGAACGTGCAAAACAGGCTCT-3’) 
            Cre-AS1 (5’-GCTACACCAGAGACGGAAATCCA-3’). 
 La amplificación se llevó a cabo en el volumen de reacción final de 50 µl, con 
1U de Taq ADN polimerasa (Ecogen), 200 µM de cada deoxinucleótido trifosfato 
(dNTPs) y de Cl2Mg 2,0 mM. La temperatura de hibridación fue de 60°C. Todas las 
reacciones se llevaron a cabo en termocicladores GenAmp PCR modelos 9600 y/o 2400 
(Perkin-Elmer). Como control negativo se utilizó una muestra sin ADN. Los productos 
de PCR se resolvieron en un gel de agarosa al 2% y las bandas se visualizaron mediante 
tinción con bromuro de etidio (BrEt). El ADN de la banda de interés se purificó 
mediante un kit comercial (QIAquick Gel Extraction Kit, QIAGEN) y se marcó su 
extremo 3’ con biotina-16-ddUTP (Roche) mediante tratamiento con transferasa 
terminal (Roche). Una vez marcado con biotina, se precipitó el ADN con ClLi 4M y 
etanol absoluto a -20 °C durante 2h y, tras centrifugación a 13000 x g durante 15 min, 
se lavó el sedimento de ADN con etanol al 70%. A continuación, se secó el sedimento y 





se resuspendió en 40 µl de agua libre de DNAsas (GIBCO). Las alíquotas de sonda 
marcada se guardaron a -20 °C. 
Hibridación. La prehibridación se realizó a 65°C, durante 2h, en 20 ml de solución de 
hibridación: 10% PEG, ClNa 0,5 M, EDTA 5 mM, 0,5% SDS en tampón fosfato 20 
mM pH 7,0. Al final de la incubación renovamos la solución de hibridación por otra que 
llevaba una alícuota de sonda previamente desnaturalizada mediante ebullición durante 
10 min y enfriamiento rápido en hielo donde se mantuvo durante al menos 10 min. La 
hibridación la llevamos a cabo incubando toda la noche a 65°C. 
Lavados y bloqueo. A continuación, se sacó la membrana de la solución de hibridación 
y se lavó dos veces con solución SSC 2x, SDS al 1,0% (previamente filtrada a través de 
membrana de 0,45 µm), durante 10min, a temperatura ambiente. A continuación, se 
lavó dos veces durante 15 min, a 65°C, con SSC 0,1x (ClNa 15 mM, C6H9Na3O9 1,5 
mM), 1% SDS (previamente filtrada a través de un filtro de 0,45 µm). Posteriormente, 
se incubó la membrana con la solución de bloqueo (ClNa 125 mM, SDS al 5% en 
tampón fosfato 25 mM pH 7,0, filtrado a través de membrana de 0,45 µm) durante 1h a 
temperatura ambiente.  
Detección. Una vez bloqueada la membrana, se volvió a incubar durante una hora, a 
temperatura ambiente, con el mismo tampón (20ml) con estreptavidina conjugada con 
fosfatasa alcalina (Roche), diluido 1:5000. Se lavó dos veces (ClNa 12,5 mM, SDS al 
0,5% en tampón fosfato 2,5 mM pH 7,0), durante 15 min. Se retiró el tampón y se lavó 
dos veces con el tampón de detección (ClNa 0,1 M, Cl2Mg 40 mM, Tris-ClH 0,1 M, pH 
9,5; filtrado a través de membrana de 0,45 µm), durante 5 min a temperatura ambiente. 
La membrana se retiró de la solución de detección, se colocó en una superficie plana y 
se añadió solución CDP-Star (dilución 1:100 del compuesto CDP-Star (Roche) en el 
tampón de detección) y se incubó durante 5 min. Se retiró el exceso de líquido y se 
colocó la membrana entre dos hojas de papel transparente. Finalmente, se realizaron 
exposiciones a diferentes tiempos en películas de autorradiografía (Medical X-ray films, 
AGFA). 
 
3.5.3.  Cultivo de megacariocitos de ratón in vitro 
 Teniendo en cuenta la escasa presencia de megacariocitos en la médula ósea, 
menos de 1% del total de células nucleadas [Ebaugh y cols., 1951; Levine, 1980], fue 





necesario utilizar cultivos de megacariocitos para obtener material suficiente para los 
ensayos. El crecimiento y diferenciación de megacariocitos requiere factores de 
crecimiento, como la trombopoyetina [Wendling y cols., 1994]. En nuestros 
experimentos, como fuente de trombopoyetina, utilizamos las células pluripotentes 
hematopoyéticas de ratón con expresión estable de trombopoyetina murina (células 
FDCP-mTPO cedidas por Dra. S. Giraudier, INSERM, Francia) que son capaces de 
sintetizar dicho factor de crecimiento y liberarlo al medio. Las células se cultivaron en 
medio α-MEM (GIBCO) con suero fetal bovino al 10% (LONZA) y presencia de 
antibióticos (100 U/ml de  penicilina y 100 µg/ml de estreptomicina), en atmósfera de 
C02 hasta el cambio de color del medio de rosa a amarillento (indicación del cambio del 
pH del medio). A continuación, se recoge el medio eliminando las células mediante 
centrifugación a 200 xg y se guardaron los sobrenadantes en alícuotas a -20 oC. Para 
evaluar la eficiencia de estos sobrenadantes, cultivamos células de médula ósea de 
ratones controles de la cepa FVB utilizando varias concentraciones de dicho medio de 
cultivo (rico en trombopoyetina) en el medio. Experimentalmente, se observó que la 
concentración entre 10-15% (dependiendo de la serie de alícuotas) del sobrenadante de 
células FDCP-mTPO garantizaba el aumento del número y desarrollo correcto de los 
megacariocitos en condiciones de cultivo in vitro.  
 Para preparar un cultivo de megacariocitos se sacrificaron los ratones de interés 
y se extrajeron los fémures y tibias, a los que se realizaron unos cortes por ambos 
extremos para dejar expuesta la cavidad de la médula ósea (Fig. 13A). Antes de esta 
operación, preparamos placas de cultivo de 24 pocillos (Becton Dickinson) con el 
medio de cultivo α-MEM (GIBCO), con suero fetal bovino al 10% (LONZA), 
antibióticos (100 U/ml de penicilina y 100 µg/ml de estreptomicina) y sobrenadante de 
medio de cultivo de células FDCP-mTPO al 10 ó al 15% (según alícuota). La extracción 
de médula ósea se llevó a cabo perfundiendo con 1 ml del medio de cultivo recién 
preparado uno de los extremos del hueso empleando una jeringa estéril.  
La médula ósea, una vez extraída, fue cultivada a 37 oC en atmósfera de CO2. Durante el 
cultivo, se pudo observar un aumento considerable del número de megacariocitos y la 
muerte de gran número de células que no eran precursores hematopoyéticos. 
Tras siete días de cultivo, se recogieron los megacariocitos que se identifican 
fácilmente por su tamaño considerablemente mayor que el de otras células del cultivo  
































Fig. 13   Cultivo de megacariocitos de ratón in vitro 
 
A - Esquema de la obtención de megacariocitos para posterior experimentación;  
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(Fig. 13 B). La separación de los megacariocitos de otras células y restos celulares se 
llevó a cabo mediante sedimentación en gradiente discontinuo de albúmina. Para ello, se 
preparó un gradiente 1,5-3% de albúmina sérica bovina (Roche) en PBS en tubos de 2 
ml y se depositaron en la superficie 200 µl de la suspensión de células. Tras una hora a 
temperatura ambiente, se forma un sedimento compuesto, casi totalmente, por 
megacariocitos. Después de retirar la parte superior del gradiente, las células 
sedimentadas se lavaron con PBS y fueron utilizadas en los experimentos descritos a 
continuación. 
 
3.5.4.  Perfusión 
 Los animales fueron anestesiados mediante la inyección intraperitoneal de  
Rompun/Ketoral/PBS, 3:16:90. A continuación, se abre la cavidad abdominal, se corta 
el diafragma y las costillas, exponiendo el corazón. Mediante una incisión en la aurícula 
derecha y la introdución de una cánula al ventrículo izquierdo se llevo a cabo la 
perfusión con PBS durante el tiempo suficiente para eliminar la sangre. 
 
3.5.5.  RT-PCR 
Para verificar la actividad transcripcional del transgén mαIIb-cre, determinamos 
la presencia de cre-ARNm mediante retrotranscripción de ARN seguida de 
amplificación específica de cre-ARNm (RT-PCR) de varios órganos. Con tal fin, 
primero perfundimos los ratones (Ver el Apartado 3.5.4.) y extrajimos ARN total de: 
cerebro, corazón, pulmón, hígado, bazo, riñón mediante columnas de Qiagen (Qiagen 
RNA/DNA Midi Kit). Además, aislamos ARN total de megacariocitos diferenciados in 
vitro. La cuantificación de los ARN obtenidos la realizamos en un espectrofotómetro 
NanoDrop (Thermo Scientific). Para eliminar la posible contaminación de ADN 
tratamos las muestras de ARN con DNAsa I (Invitrogen). Incubamos 500 ng de ARN 
total con 2U de la DNAsa I en el tampón adecuado, en un volumen final de 20 µl, 
durante 15 minutos, a temperatura ambiente. Para parar la reacción, añadimos 2 µl de 
EDTA 25 mM e incubamos las muestras a 65°C durante 10 minutos. Posteriormente, se 
llevó a cabo la reacción de RT-PCR utilizando el sistema SuperScript™ III One-Step 
RT-PCR System with Platinum® Taq DNA Polymerase (Invitrogen). Para ello, 
preparamos 50 µl de mezcla de reacción compuesta por 10 ng de ARN pre-tratado con 





DNAsa I, 2 U de SuperScript™III-RT/Platinum® Taq DNA Mix, el tampón de reacción 




 Para generar ADNc, se incubaron las muestras a 60°C durante 30 minutos (etapa 
de RT). A continuación, realizamos la amplificación por PCR, a 60°C de temperatura de 
hibridación (etapa de PCR). Todas las reacciones se llevaron a cabo en termocicladores 
GenAmp PCR modelos 9600 y/o 2400 (Perkin-Elmer). Como control negativo 
utilizamos una muestra sin ARN. Para comprobar la ausencia de ADN en las muestras 
de ARN, se llevó a cabo una amplificación por PCR, omitiendo el paso de la 
transcripción reversa. Para visualizar las amplificaciones por RT-PCR, se realizaron 
electroforesis de ADN en geles de agarosa en tampón TAE, a 70 V, durante ~20 
minutos, empleando el patrón de peso molecular de 1kb de ADN (1 Kb DNA Ladder, 
Invitrogen). Las imágenes se tomaron utilizando el equipo Gel DOC XR (BioRad). 
 
3.5.6.  Análisis de Western-blot 
Preparación de lisados. Se tomaron muestras procedentes de distintos tipos de tejidos. 
Por lo tanto fue necesario el empleo de protocolos específicos para cada tipo de 
muestra: 
Muestras de órganos. Para obtener muestras de órganos, se perfundieron los animales 
de interés, se extrajeron los órganos (cerebro, pulmón, corazón, hígado, bazo, riñón) y 
se homogenizaron en tampón de lisis con NP-40: ClNa 150 mM, NonidetP-40 al 1% 
(Roche), Tris-ClH 50 mM, pH 8, en presencia de inhibidores de proteasas (Roche). A 
continuación, se centrifugaron las muestras a 12000 x g y se recogieron los 
sobrenadantes. 
Linfocitos de sangre periférica. Se tomaron muestras de sangre por punción cardíaca 
que fueron centrifugadas en rotor oscilante a 41 x g durante 20 minutos en gradientes 
de Percoll y se aisló la banda correspondiente a los linfocitos. Se añadió tampón de lisis 
para eliminar eritrocitos (ClNH4 150 mM, CO3HK 10 mM, EDTA 0,1 mM, pH 7,35) y, 
después de incubar durante 5 min a temperatura ambiente, las muestras se centrifugaron 
a 1800 x g durante 5 min. Este procedimiento se repitió dos veces. A continuación, se 





lavó el pellet dos veces con PBS y se centrifugó a 1800 x g durante 5 min. Las células 
se homogenizaron en tampón de lisis con NP-40, en presencia de inhibidores de 
proteasas (Roche). Finalmente, las muestras se centrifugaron a 12000 x g y se 
recogieron los sobrenadantes. 
Megacariocitos cultivados. Después de agitar, el pellet de megacariocitos obtenidos en 
el gradiente de BSA (Ver el Apartado 3.5.3.) con el tampón de lisis NP-40, en presencia 
de inhibidores de proteasas (Roche), las muestras se centrifugaron a 12000 x g y se 
recogieron los sobrenadantes. 
Los lisados se guardaron a -20oC. Para la cuantificación de proteína utilizamos el 
método del ácido bicinconínico - BCA (BCA Protein Assay, Thermo Scientific) y 
posteriormente se evaluaron las concentraciones de proteína utilizando un lector de 
placas (Labsystem iEMS Reader MF). Antes de la electroforesis, se desnaturalizaron las 
muestras incubándolas en el tampón de carga (Tris-ClH 62,5 mM pH 6,8, glicerol al 
20%, SDS al 2% y β-Mercaptoetanol al 5%) a 100oC durante 10 minutos. La 
electroforesis de proteínas se llevó a cabo en el gel de poliacrilamida al 10% en tampón 
de electroforesis (Tris-ClH 25mM pH 8,3, glicina 192 mM, SDS al 0,1%) durante 2 
horas a 70 V en presencia del marcador de peso molecular de proteínas (Precision Plus 
Protein Standards, Dual Color, BioRad). A continuación, se transfirieron las muestras 
del gel de acrilamida a la membrana de nitrocelulosa (BioRad) en el tampón de 
transferencia (Tris-ClH 25 mM pH 8,3, glicina 192 mM, metanol al 10%) durante 16 
horas a 14V. Posteriormente, se incubaron las membranas en tampón de bloqueo (Tris-
ClH 50 mM pH 7,5, ClNa 150 mM, Tween-20 al 0,05% y 5% de leche desnatada) 
durante 2 horas agitándolas suavemente. A continuación, dependiendo del ensayo, se 
incubaron las membranas con los siguientes anticuerpos primarios: 
- anti-Cre (rabbit-anti-Cre Ab, Novagen), dilución 1:8000. 
-anti-β-galactosidasa (mouse-anti-β-galactosidase Ab, Promega), dilución 1:5000. 
- anti-actina (rabbit-anti-mouse-actin Ab, Sigma), dilución 1:5000. 
 Las diluciones se prepararon en el tampón: Tris-ClH 50 mM pH 7,5, ClNa 150 
mM, Tween-20 al 0,05%, BSA al 1%; durante 16 horas, a 4°C, agitando suavemente. Al 
día siguiente, se lavaron las membranas con tampón de lavado (Tris-ClH 50 mM pH 
7,5, ClNa 150 mM, Tween-20 al 0,05%), se incubaron con anticuerpos secundarios 
marcados con peroxidasa de rábano: 





-   anti-conejo (goat-anti-rabbit-HRP Ab, BioRad) 
-   anti-ratón (goat-anti-mouse-HRP Ab, BioRad) 
diluidos a 1:4000 en el tampón Tris-ClH 50 mM pH 7,5, ClNa 150 mM, 0,05%, Tween-
20 y leche desnatada al 3% y se incubaron durante una hora con agitación suave. 
 Finalmente, se llevó a cabo la reacción de quimioluminiscencia (ECL) seguida 
por una exposición a películas de autorradiografía (Medical X-ray films, AGFA) que se 
revelaron  utilizando un equipo Curix. 
 
3.5.7.  Tinciones con X-Gal 
 La recombinación de ADN mediada por la recombinasa Cre se puede visualizar 
de forma relativamente sencilla generando ratones doble transgénicos con el que 
presuntamente expresa el transgén cre y el Rosa26-lacZ. En éste último, la expresión 
del gen de la β-galactosidasa bacteriana se encuentra, de forma condicional, bajo el 
control del promotor ubicuo Rosa26 [Soriano, 1999]. Si no existe recombinación, el gen 
lacZ no se expresa debido a la interferencia que existe con el gen que codifica para la 
resistencia a neomicina localizado entre el promotor y el gen de lacZ. Sin embargo, 
cuando existe recombinación, la región PGK-neo comprendida entre las secuencias loxP 
desaparece permitiendo así la expresión del gen de la β-galactosidasa. De esta forma, se 
puede determinar si la expresión del gen de la recombinasa Cre y, por tanto, la 
recombinación mediada por la misma, ocurre en los tejidos esperados. 
 
3.5.7.1.  Cortes histológicos de fetos de 13,5 dpc 
 Para realizar tinciones de X-Gal de fetos, sacrificamos hembras preñadas en el 
día 13,5 de embarazo (13,5 dpc). Se sacaron los fetos del útero y separamos las 
envolturas fetales para analizar el genotipo (las carcasas se procesaron según el 
protocolo descrito para las biopsias de colas en el Apartado 3.1.). A continuación, se 
fijaron los fetos en tampón PIPES 0,1 M pH 6,9, paraformaldeído al 0,2%, Cl2Mg 2 
mM, EGTA 5 mM durante 16h a 4oC. Posteriormente, se llevó a cabo la deshidratación 
de muestras en la solución de sacarosa al 30%, Cl2Mg 2 mM en PBS durante varios 
días, hasta conseguir completa deshidratación de tejidos. Las preparaciones se 
sumergieron en el medio OCT (Tissue-Tek, Sakura) y se congelaron a -20°C. Se 
realizaron cortes de 15 µm en un criostato (Leica) que se volvieron a fijar con la 





solución de fijación (PIPES 0,1 M pH 6,9, paraformaldeído al 0,2%, Cl2Mg 2 mM, 
EGTA 5 mM) durante 10 minutos en un recipiente con hielo. Posteriormente, se lavaron 
con la solución de Cl2Mg 2 mM en PBS y después con la solución de detergentes 
(Cl2Mg 2 mM, NP-40 al 0,02%, deoxicolato sódico al 0,01%, en tampón fosfato 0,1 M 
pH 7,3). A continuación, realizamos la tinción de X-Gal empleando el tampón 
siguiente: Fe(CN)6K3 5 mM, Fe(CN)6K4 5 mM, Cl2Mg 2 mM, X-Gal 1 mg/ml, NP-40 al 
0,02%, deoxicolato sódico al 0,01%, en tampón fosfato 0,1 M pH 7,3, durante 16 horas, 
en cámara húmeda, a 37oC. Las imágenes se tomaron con una cámara digital modelo 
DP70 (Olympus) en un microscopio IX50 (Olympus). 
 
3.5.7.2.  Frotis de médula ósea 
 Para realizar tinciones con X-Gal de frotis de médula ósea, se sacrificaron los 
animales y se extrajeron los huesos largos de los miembros traseros. Posteriormente, se 
extrajo la médula mediante inyección de 300 µl de PBS y los agregados se extendieron 
sobre un portaobjeto. Tras dejar que el frotis se secara, se fijaron con una solución de 
0,2% glutaraldehído/ 2,0% formaldehído en PBS durante 10 minutos a temperatura 
ambiente. Después de lavar con PBS, la tinción con X-Gal se realizó incubando los 
frotis en el siguiente tampón: Fe(CN)6K3 5 mM, Fe(CN)6K4 5 mM, Cl2Mg 2 mM, y 1 
mg/ml X-Gal, en tampón fosfato 0,1 M, pH 7,3 durante 16 horas, a 37oC. Las imágenes 
se tomaron con una cámara digital modelo DP70 (Olympus) en un microscopio IX50 
(Olympus). 
 
3.5.7.3.  Megacariocitos del cultivo in vitro 
 Para la detección de la actividad β-galactosidasa se utilizaron los megacariocitos 
diferenciados en cultivo durante 7 días (Ver el Apartado 3.5.3.). Las células se fijaron 
con paraformaldehído al 0,2% en tampón fosfato 0,1 M, pH 7,3 durante 10 minutos. 
Posteriormente, se lavaron con tampón fosfato 0,1 M pH 7,3, Cl2Mg 2 mM. La tinción 
de X-Gal se realizó incubando con el siguiente tampón: Fe(CN)6K3 5 mM, Fe(CN)6K4 5 
mM, Cl2Mg 2 mM y 1 mg/ml X-Gal en tampón fosfato 0,1 M, pH 7,3 durante 2 horas a 
37oC. Las imágenes se tomaron con una cámara digital DP70 (Olympus) en un 
microscopio IX50 (Olympus). 
 
 





3.5.7.4.  Adhesión de plaquetas  
 Para estudiar adhesión plaquetaria utilizamos placas de cultivo de 24-pocillos 
conteniendo en el fondo cubreobjetos (de 12 mm) con fibrinógeno inmovilizado. 
Previamente, los cubreobjetos se trataron con una solución de 100 µg/ml fibrinógeno en 
PBS y tras 16 horas a 4°C se bloquearon con una solución de 5 mg/ml de BSA. 
 Para detectar la actividad enzimática de β-galactosidasa en plaquetas se tomaron 
muestras de sangre por punción cardiaca. A continuación, se centrifugaron a 41 x g 
durante 20 minutos, se extrajeron las capas superiores – plasma rico en plaquetas 
(PRP)- y se sedimentaron las plaquetas mediante centrifugación del PRP a 730 x g 
durante 10 minutos. Posteriormente, se lavaron las plaquetas con tampón de Walsh 
(ClNa 137 mM, HEPES 20 mM, glucosa 5,6 mM, BSA al 0,1%, Cl2Mg 1 mM, ClK 2,7 
mM, PO4H2Na 3,3 mM, pH 7,4) y una vez obtenidas plaquetas lavadas, se depositaron 
300 µl en cada pocillo. Incubamos las placas 3 horas a temperatura ambiente y a 
continuación se eliminaron las plaquetas no adheridas lavando con PBS. Las plaquetas 
adheridas se fijaron con 0,2% glutaraldehído / 2,0% formaldehído en PBS durante 10 
minutos a temperatura ambiente. Después de lavar con PBS, la tinción de X-Gal se 
realizó incubando los cubreobjetos en el tampón siguiente: Fe(CN)6K3 5 mM, 
Fe(CN)6K4 5 mM, Cl2Mg 2 mM y 1 mg/ml X-Gal en tampón fosfato 0,1 M, pH 7,3 
durante 16 horas, a 37oC. Al día siguiente, las muestras se lavaron con PBS y se 
montaron en portas utilizando medio de montaje Entellan New (Merck). Las imágenes 
























































































4.  RESULTADOS 
 
4.1.  Generación de líneas de ratones portadores del transgén mαIIb-Cre 
 Hemos generado y analizado funcionalmente cuatro líneas de ratones 
transgénicos con expresión específica en megacariocitos y plaquetas del gen de la 
recombinasa Cre bajo el promotor del gen de la glucoproteína αIIb de ratón (mαIIb-
Cre). Para lograr este objetivo realizamos los pasos siguientes (Fig. 14): 
 
A Preparación de la construcción transgénica: Amplificación 
y clonación del fragmento de la región promotora del gen 
de la glucoproteína αIIb de ratón y del ADNc de la 
recombinasa Cre. 
B Preparación de embriones para la micromanipulación. 
C Microinyección del ADN del transgén en cigotos. 
D Transferencia de embriones de dos células a hembras 
seudopreñadas. 
E Identificación de la presencia del transgén insertado en el 
genoma. 
F Cruce de los fundadores obtenidos con ratones silvestres 
(FVB/N) para comprobar la existencia de la transmisión 
por vía germinal y análisis funcional del transgén mαIIb-







































Fig. 14 Secuencia de los pasos seguidos para la obtención de ratones portadores de 
mαIIb-Cre: 
 
A - Preparación de la construcción transgénica: Amplificación y clonación del fragmento 
de la región promotora del gen de la glucoproteína αIIb de ratón y del ADNc de la 
recombinasa Cre. 
B - Preparación de embriones para la micromanipulación. 
C - Microinyección del ADN del transgén en cigotos. 
D - Transferencia de embriones de dos células a hembras seudopreñadas. 
E - Identificación de la presencia del transgén insertado en el genoma. 
F - Cruce de los fundadores obtenidos con ratones silvestres (FVB/N) para comprobar la 
existencia de la transmisión por vía germinal y análisis funcional del transgén mαIIb-
Cre en la descendencia. PMSG- gonadotropina de suero de yegua preñada, hCG - 














   
 






   
   
   




          
            
        
   
  
                    
    
     
   
 
   





































Fig. 15 Esquema de la preparación de la construcción mαIIb-Cre 
 
A - Amplificación de la secuencia de la recombinasa Cre a partir del vector pMC-Cre.  
B - Preparación del vector con la secuencia poliA. 
C - Preparación de la secuencia del promotor del gen de la glucoproteína αIIb de ratón.  
D - Construcción final lista para microinyectar.  
 
CRE- secuencia del gen de la recombinasa Cre, poliA- secuencia poli-adenina, campo 
gris- NLS – señal de localización nuclear (Nuclear Localization Signal), mαIIb – 
secuencia del promotor del gen de la glucoproteína αIIb de ratón, kan - casete de 
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4.1.1.  Construcción del vector portador del transgén de la mαIIb-Cre 
 La construcción del vector portador del transgén mαIIb-Cre se realizó en varias 
etapas (Fig. 15). En primer lugar, preparamos un vector con la secuencia del gen de la 
recombinasa Cre seguida del poli A del virus SV40 (Fig. 15 A, B). Para ello, se obtuvo 
el ADNc del gen de la recombinasa Cre a partir del vector pMC-Cre junto con la 
secuencia de localización nuclear mediante PCR empleando la pareja de 
oligonucleótidos:  
CRE-S-Eco47 III (5’-ACCAGCGCTATGCCCAAGAAGAAG-3’) 
CRE-AS-Not I (5’-AATGGCGGCCGCCGACTGAATATTAGT-3’) 
 Esta pareja de oligonucleótidos introdujo sitios de restricción para el enzima 
Eco47 III en el extremo 5’ y un sitio Not I en el extremo 3’. A continuación, se llevó a 
cabo la digestión del producto de PCR con Eco47 III y Not I. Por otra parte, digerimos 
el vector pEGFP-N1 (Clontech Labs, Palo Alto, CA, EEUU) con las mismas enzimas de 
restricción y ligamos el producto de PCR. Una vez elegido el clon con la secuencia 
correcta, digerimos el ADN con Eco47 III para generar el vector linearizado. Para evitar 
su re-circulación, desfosforilamos el extremo 3’ del ADN del vector. 
 Por otro lado, obtuvimos el ADN del promotor del gen de la glucoproteína αIIb 
mediante PCR (Fig. 15 C) a partir de ADN genómico de ratones FVB/N, empleando la 
pareja de oligonucleótidos:  
MPR2B-S1 (5’-TAGCGCTTGTCACATGGTATGCACTTTT-3’) 
MPR2B-AS2 (5’-TAGCGCTCTTCCTTCTTCCCAAACGTCC-3’) 
 Estos oligonucelótidos introdujeron sitios de restricción Eco47 III, uno en cada 
extremo del fragmento amplificado (secuencia negrita). Para obtener la cantidad 
suficiente de ADN para los pasos siguientes, clonamos el producto de PCR en un vector 
A-T (pCR2.1-Topo, Invitrogen). En la etapa siguiente, digerimos el vector Topo con 
Eco47 III liberando el fragmento del promotor del gen de la glucoproteína αIIb de ratón 
listo para ser ligado al vector con la secuencia del gen de la recombinasa Cre. Al ligar 
ambos fragmentos de ADN se obtuvo la secuencia del gen de la recombinasa Cre bajo 
el promotor específico de megacariocitos y plaquetas (Fig. 15 D). Al cortar ambos 
fragmentos de ADN en “romo” nos obligó a confirmar la orientación correcta del 
inserto y el número de copias. Para ello, realizamos una serie de digestiones enzimáticas 




 Verificamos la construcción mediante secuenciación del inserto, empleando los 
siguientes cebadores:  





Finalmente, el transgén fue liberado del vector mediante digestión con 
AflII/NheI/StuI para ser utilizado en la microinyección de embriones (Fig. 16). 
 
4.1.2.  Establecimiento de líneas de ratones portadores del transgén mαIIb-Cre 
4.1.2.1.  Análisis de los ratones obtenidos  
Se llevaron a cabo 17 transferencias a hembras seudopreñadas y se obtuvieron 
60 crías de un total de 8 partos. Todos los animales fueron genotipados mediante PCR 
utilizando la pareja de oligonucleótidos: 
MPR2B-S2 (5’-CCTTCGGAAGAATAGTCAGTGCCCTTAA-3’) 
Cre-AS1 (5’-GCTACACCAGAGACGGAAATCCA-3’) 
 La temperatura de hibridación fue de 66oC. Con esta pareja de oligonucleótidos, 
la amplificación del transgén generaba un fragmento de 1600 pb, mientras que la 
amplificación a partir de ADN silvestre no produjo ningún fragmento.  
 Finalmente, 4 animales resultaron portadores del transgén de la mαIIb-Cre (Fig. 
17). A continuación se procedió al análisis de la descendencia de los fundadores de 
estas cuatro líneas de ratones transgénicos (A, B, C, D). 
 
4.1.2.2.  Verificación de la transmisión del transgén mαIIb-Cre por vía germinal  
 En la Fig. 18 se muestran los genotipos de la descendencia de los cuatro 
fundadores detectados. Determinamos el genotipo de sus respectivas progenies por PCR 
a partir de ADN genómico obtenido de biopsias de colas. En cada PCR utilizamos los 
siguientes oligonucleótidos: 
 Cre-S1 (5’-GGTGAACGTGCAAAACAGGCTCT-3’) 




























Fig. 16  Construcción del transgén mαIIb-Cre utilizado para la microinyección de 
embriones 
 
A Representación esquemática de la construcción de la mαIIb-Cre lista para 
micromanipulación, CRE- el gen de la recombinasa Cre (Naranja), poliA- 
secuencia poli-adenina (Azul), SLN – la señal de localización nuclear (Verde), 
mαIIb – el promotor del gen de la glucoproteína αIIb de ratón (Azul). 
B   Electroforesis de ADN en el gel de agarosa al 0,8% de la construcción mαIIb-Cre para 
determinar la concentración de ADN antes de ser utilizada en microinyección: 
  1 – marcador del peso molecular (EcoLadder I, Ecogen). 
























































Fig. 17  Análisis de ratones obtenidos mediante micromanipulación de embriones  
 
A - Resultados de las microinyecciones. 
B - Electroforesis en el gel de agarosa al 0,8% de las muestras de ratones analizados: 
1 – patrón de 1kb de ADN. 
2 – muestra sin ADN 
3, 6 ,8 ,10 – muestras de ratones portadores del transgén mαIIb-Cre 
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Fig. 18 Verificación de la transmisión de la mαIIb-Cre por vía germinal a la 
descendencia 
 Electroforesis en gel de agarosa al 1,2% de muestras de la descendencia de cada de los 
cuatro fundadores de las líneas transgénicas mαIIb-Cre (1 – el patrón de 1kb de ADN (1 
Kb DNA Ladder, Invitrogen), 2 – muestra sin ADN): 
A- descendencia del fundador de la línea A (3, 4, 6, 7, 9, 10 - ratones portadores de la 
mαIIb-Cre; 5, 8 - ratones con ADN genómico silvestre) 
B - descendencia del fundador de la línea B (5, 7, 9, 10 - ratones portadores de la mαIIb-
Cre; 3, 4, 6, 8 - ratones con ADN genómico silvestre) 
C - descendencia del fundador de la línea C (3, 4, 6, 7 - ratones portadores de la mαIIb-
Cre; 5, 8, 9, 10 - ratones con ADN genómico silvestre) 
D - descendencia del fundador de la línea D (3, 4, 8, 10 - ratones portadores de la mαIIb-
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 La temperatura de hibridación fue de 60oC. Con esta pareja de oligonucleótidos, 
amplificamos por PCR un fragmento de 300 pb, mientras que no se produjo 
amplificación alguna a partir de ADN genómico silvestre. Analizamos las progenies de 
los cuatro fundadores. En todos los casos, pudimos verificar que el transgén mαIIb-Cre 
se transmitía por la vía germinal.  
 
4.1.2.3.  Estimación de los sitios de integración genómica del transgén 
 La construcción del transgén maIIb-Cre tiene 4149 pb. A partir de esta 
construcción, amplificamos por PCR (utilizando la pareja de cebadores: Cre-S1 y Cre-
AS1) un fragmento de ADN de 311 pb (de 3137 a 3448), localizado en la secuencia del 
gen de la recombinasa Cre (de 3137 a 3905). Este fragmento de 311 pb lo marcamos 
con biotina para ser utilizado como sonda en el análisis de Southern-blot de ADN 
genómico de animales portadores del transgén (ver el Apartado 3.5.2.).  
 Como paso previo a la digestión de ADN genómico, procedimos a la digestión 
del plásmido portador del transgén (8 kpb) y de una muestra de ADN genómico de ratón 
transgénico con BamH I, con Xba I o ambos enzimas al tiempo. Los fragmentos de 
restricción hallados en el caso del plásmido coinciden totalmente con los estimados 
teóricamente si tenemos en cuenta que uno de los sitios Xba I del plásmido está 
metilado (Fig 19 A). En el panel B de la Fig. 19 se aprecia la formación de varios 
fragmentos de restricción y la digestión con ambos enzimas generó un fragmento 
principal de ~800 pb; no obstante, la digestión no parece haber sido completa dado que 
el fragmento de ~800 pb debió de ser único. 
 La Fig. 20 representa el resultado de digestión del ADN genómico de miembros 
de la generación F1 de ratones transgénicos resultantes de cruces con distintas hembras. 
Para este tipo de análisis digerimos ADN genómico con BamH I o con BamH I y Xba I. 
Los dos primeros y los dos últimos son hermanos de distintas camadas. En la digestión 
con BamH I se aprecia una clara diferencia en la aparición de bandas en la progenie de 
distinto cruce. Se aprecian al menos tres sitios de integración genómica del transgén, 
uno de ellos, de alrededor de 1800 pb, de intensidad notablemente superior a los demás. 
BamH I corta el transgén dando lugar a tres fragmentos (Fig. 21 A): 
   1:    2.327 bp  -  De BamH I [784]     a    BamH I [3111] 
   2:    1.038 bp  -  De BamH I [3111]   Hasta el primer sitio BamH I en genoma 


























Fig. 19  Digestión del plásmido y ADN genómico de ratón con BamH I y con Xba I. 
 
A  - Digestión del plásmido con BamH I, Xba I o con ambos enzimas simultáneamente;  











Patrón de 1Kb 
   1600 
500 
1000 
  2000 




   1600 
  2000 
   3000 
4000 







































Fig. 20  Southern-blot de ratones transgénicos mαIIb-Cre de la generación F1. 
 
A, B - Mapa de restricción de la construcción mαIIb-Cre (el supuesto caso del tándem 
cabeza-cola insertado en el genoma); A, digestión por BamH I (dos fragmentos detectables: 
uno de 1822 pb y el otro de más de 1822 pb); B, digestión de Bam H I y Xba I (un 
fragmento detectable de 805 pb). 1-4149, 4149-8298 (negro) – fragmentos correspondientes 
a la secuencia de dos copias de la construcción en tándem; C, Southern-blot de 4 miembros 
de la generación F1 de ratones transgénicos (1, 2, 3, 4); muestras de cada miembro fueron 
digeridas con BamH I y con Xba I. Patrón de peso molecular 1Kb de ADN. 
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Fig. 21  Representación esquemática de la digestión del transgén maIIb-Cre. 
 
 La figura indica la estimación de los lugares de corte y tamaño de los fragmentos 
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 En rojo destacamos un fragmento de 1038 pb que enmarcaría la sonda y, por 
tanto, sería detectable. La digestión conjunta con BamH I y con Xba I, teóricamente, 
debería proporcionar 5 fragmentos de los cuales sólo el fragmento do 805 pb debería ser 
detectable (Fig. 21 C): 
   1:    1.804 bp  - De   BamHI [784]      a   XbaI [2588] 
   2:      805 bp  -  De   BamHI [3111]    a   XbaI [3916] 
   3:      784 bp  -  De   ---                       a   BamHI [784] 
   4:      523 bp  -  De   XbaI [2588]        a   BamHI [3111] 
   5:      233 bp  -  De   XbaI [3916]        a    ---  
 La digestión conjunta de BamH I y Xba I permitió la aparición de una nueva 
banda de ~800 pb y la disminución simultánea de la intensidad de las demás bandas.  
En el supuesto caso de inserción del transgén en ADN genómico en tándem (cabeza-
cola), teóricamente, el resultado de la digestión con BamH I sería el siguiente (Fig. 20 
A): 
   1:    2.327 bp  -  De   BamH I [4933]     a      BamH I [7260] 
   2:    2.327 bp  -  De   BamH I [784]       a      BamH I [3111] 
   3:    1.822 bp -   De   BamH I  [3111]      a    BamH I [4933] 
   4:    1.038 bp -   De   BamH I [7260]     hasta el BamH I más cercano en el sitio  
          de integración en el genoma  
 El fragmento de 1822pb tendría mucha más densidad que el de ~1038pb que 
sería sólo el último fragmento resultante de la digestión del tándem. Por tanto, el único 
tipo de integración del transgén capaz de generar un fragmento de ADN de ~1800 pb 
mediante digestión con BamH I sería la integración en tándem cabeza-cola. El resultado 
obtenido es compatible con las predicciones teóricas ya que sea cual fuere el tipo de 
inserción del transgén, simple o en tándem, el resultado final, si la digestión con Xba I 
fuera completa, debería ser la obtención de una sola banda de unos 800 pb (Fig. 21 C).  
 El no haber obtenido una digestión total de los fragmentos integrados 
obteniendo como resultado un fragmento único de ~800 pb, como mencionamos en el 
caso de la digestión del plásmido portador del transgén, casi con seguridad podría 
interpretarse como debido a metilación parcial uno de los sitios de restricción Xba I 
(Fig. 19). Tampoco se debe olvidar que la acción de estos enzimas de restricción sobre 
ADN genómico es posible que no se ajuste a las condiciones teóricas ideales dado 





4.1.2.4. Detección de ARNm del transgén mαIIb-Cre mediante retrotranscripción 
de ARN y amplificación ulterior por PCR (RT-PCR) 
En la Fig. 22 se representa el resultado de la determinación de Cre-mARN  
mediante RT-PCR, de la línea mαIIb-Cre-A(Ver el Apartado 3.5.3.). Estudiamos la 
presencia del ARNm del transgén en distintos órganos: cerebro, corazón, pulmón, 
hígado, riñón, bazo y megacariocitos diferenciados in vitro. Como se puede apreciar 
sólo detectamos Cre-ARNm en la muestra procedente de megacariocitos.  
 
4.1.2.5. Detección de proteína Cre mediante Western-blot 
 La Fig. 23 muestra el resultado de análisis de Western-blot de megacariocitos 
cultivados in vitro de las 4 líneas transgénicas (Ver el Apartado 3.5.3.). Utilizando el 
anticuerpo contra Cre (Ver el Apartado 3.5.5.), detectamos la presencia de proteína 
recombinasa Cre (35 KDa) en megacariocitos provenientes de las líneas A y B, mientras 
que no se pudo ser detectada en las líneas C y D.  
 
4.2.  Análisis funcional del transgén mαIIb-Cre 
4.2.1.  Detección de proteína β-galactosidasa en megacariocitos de ratones doble 
transgénicos mαIIb-Cre/Rosa26-lacZ 
 En la Fig. 24 mostramos los resultados de comprobar la presencia de β-
galactosidasa por Western-blot en megacariocitos cultivados in vitro de ratones doble 
transgénicos mαIIb-Cre/Rosa26-lacZ. Preparamos cultivos de megacariocitos de las 
cuatro líneas de ratones transgénicos para determinar la presencia de β-galactosidasa, 
tanto en animales portadores del transgén mαIIb-Cre [+] como en animales no 
portadores provenientes de la misma camada [-] (A[+], A[-], B[+], B[-], C[+], C[-], 
D[+], D[-]). Como control negativo utilizamos muestras del animal Rosa26-lacZ. 
Detectamos la presencia de proteína β-galactosidasa (116 KDa) sólo en megacariocitos 
































Fig. 22  Detección del ARNm del transgén mαIIb-Cre retrotranscripción de ARN y 
amplificación ulterior por PCR (RT-PCR). 
 
Para comprobar la especificidad de la expresión del transgén mαIIb-Cre en megacariocitos 
aislamos ARN total de varios órganos para su retrotranscripción y ulterior amplificación 
mediante PCR (RT-PCR). Sólo pudimos detectar Cre-ARNm en megacariocitos. bazo [1], 

























Fig. 23  Detección de proteína Cre mediante Western-blot. 
 
 Western-blot de muestras de las 4 líneas de ratones transgénicos obtenidas (A, B, C, D). 
La flecha señala la presencia de recombinasa Cre (~35 KDa) exclusivamente en las líneas 













Fig. 24  Detección de β-galactosidasa en ratones doble transgénicos mαIIb-
Cre/Rosa26-lacZ. 
 
 Western-blot de megacariocitos de cultivo in vitro de las 4 líneas de ratones 
transgénicos obtenidas (A, B, C, D), control negativo – Rosa26-lacZ. [+] - muestra del 
animal portador de mαIIb-Cre, [-] - ratón no portador, de la misma camada. La flecha 
indica la posición de β-galactosidasa a ~116 KDa, Control de carga – Actina 43 KDa. 
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Fig. 25  Comprobación de la especificidad de la expresión del transgén mαIIb-Cre. 
 
 Para comprobar la especificidad de la expresión del transgén mαIIb-Cre, se extrajeron 
varios órganos de ratones doble transgénicos mαIIb-Cre / Rosa-lacZ. Se detectó β-
galactosidasa mediante Western-blot en megacariocitos [1], mientras que en tejidos como 













Fig. 26  Comprobación de la especificidad de la expresión del transgén mαIIb-Cre. 
 
 Para determinar la especificidad de la expresión del transgén mαIIb-Cre, se analizaron 
megacariocitos y linfocitos de ratones doble transgénicos mαIIb-Cre / Rosa-lacZ. Se 
comprobó la presencia de la β-galactosidasa en ratones positivos para el transgén mαIIb-
Cre mediante análisis de Western únicamente en megacariocitos [1], mientras que en los 
linfocitos [2] y muestras procedentes del animal no portador del transgén (megacariocitos 
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Fig. 27 Tinción de megacariocitos de hígados de fetos de 13,5 dpc con X-Gal.  
 
 Se realizaron cortes de 15 µm en hígados de fetos de 13,5 dpc de ratones doble 
transgénicos mαIIb-Cre / Rosa26-lacZ que se tiñeron con X-Gal para valorar la actividad 
de β-galactosidasa. Se examinaron dos líneas de ratones transgénicos: línea A y B. [+] - 
animales portadores de mαIIb-Cre (CreA[+] y CreB[+]), [-] - ratones no portadores de las 
mismas cámadas (CreA[-] y CreB[-]). Las fotografías se tomaron con una cámara DP70 










Fig. 28 Tinción con X-Gal de megacariocitos de médula ósea de ratones adultos. 
 
 Se realizaron frotis de médula ósea de ratones doble transgénicos mαIIb-Cre / 
Rosa26-lacZ que se tiñeron con X-Gal para valorar la actividad β-galactosidasa. Se 
examinaron dos líneas de ratones transgénicos: línea A y B. [+] - animales portadores de 
mαIIb-Cre (CreA[+] y CreB[+]), [-] - ratones no portadores de las mismas camadas 
(CreA[-] y CreB[-]). Las fotografías se tomaron con una cámara digital DP70 (Olympus) en 








Fig. 29 Tinción de X-Gal de megacariocitos de ratones doble trasngénicos, 
mαIIbCre / Rosa26-lacZ, cultivados in vitro. 
 
 Se prepararon cultivos de médula ósea de ratones doble transgénicos mαIIb-Cre 
/ Rosa26-lacZ. Los megacariocitos obtenidos en cultivo se tiñeron con X-Gal para valorar 
la actividad β-galactosidasa. Se examinaron cuatro líneas de ratones transgénicos: línea A, 
B, C, D. [+] - animales portadores de mαIIb-Cre (CreA[+] y CreB[+] CreC[+], CreD[+]),  
[-] - ratones no portadores de las mismas camadas (CreA[-] y CreB[-], CreC[-], CreD[-]). 










Fig. 30 Tinción de X-Gal de plaquetas de ratones doble trasngénicos, mαIIb-Cre / 
Rosa26-lacZ. 
 
 Plasma rico en plaquetas se preparó como se indica en la sección de Métodos. Las 
plaquetas se adhirieron a porta objetos con fibrinógeno inmovilizado y a continuación se 
tiñeron con X-Gal.  Las imágenes de las filas inferiores fueron amplificadas digitalmente. 




































Fig. 31  Amplificación por PCR de un fragmento del alelo CD40L“floxed” en ratones 
doble transgénicos mαIIb-Cre/CD40L”floxed”  
 
A – Amplificación por PCR (utilizando la pareja de oligonucleótidos 5669-S y 8774-AS) 
del alelo CD40L“floxed” da lugar a un fragmento de 3,8 kb mientras que en el caso del 
alelo delecionado del gen CD40L“floxed” se amplificó un fragmento de 1,5 Kb. 
B – Amplificación por PCR del gen CD40L“floxed” en ratones doble transgénicos mαIIb-
Cre / CD40L”floxed”. Cuando tiene lugar la recombinación de ADN mediada por la 
recombinasa Cre del alelo CD40L “floxed”, se produce el fragmento de 1,5 kb (alelo 
delecionado), mientras que la amplificación del alelo “floxed” da lugar a un fragmento de 
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4.2.2.  Comprobación de la especificidad de expresión de β-galactosidasa en 
ratones mαIIb-Cre/Rosa26-lacZ 
 La Fig. 25 muestra los resultados de la detección de β-galactosidasa mediante 
análisis de Western en ratones doble transgénicos mαIIb-Cre-A / Rosa26-lacZ y mαIIb-
Cre-B / Rosa26-lacZ. Para verificar, si la expresión del transgén de mαIIb-Cre era 
específica de megacariocitos, preparamos lisados de distintos órganos de dichos ratones: 
cerebro, hígado, bazo, riñón, corazón, pulmón. Como control positivo utilizamos lisados 
de megacariocitos cultivados in vitro. Como indica la figura, detectamos β-
galactosidasa (116 KDa) exclusivamente en la muestra procedente de megacariocitos. 
Verificamos, además, que los linfocitos de ratones mαIIb-Cre-/Rosa26-lacZ no 
contenían β-galactosidasa (Fig. 26). 
 
4.2.3.  Análisis de la actividad enzimática β-galactosidasa en megacariocitos de 
hígados de fetos de 13,5 dpc 
 La Fig. 27 muestra los resultados de teñir con X-Gal cortes de hígados de fetos 
de 13,5 dpc de ratones de las líneas A y B. Comprobamos la actividad enzimática β-
galactosidasa en ratones portadores del transgén mαIIb-Cre (CreA[+] y CreB[+]) y sus 
hermanos no portadores (CreA[-] y CreB[-]). La actividad enzimática β-galactosidasa 
(la tinción de color azul/verde) se detectó en CreA[+] y CreB[+], mientras que los 
animales no portadores del transgén no presentaron dicha actividad, CreA[-] y CreB[-]. 
 
4.2.4.  Análisis de la actividad enzimática β-galactosidasa en megacariocitos de 
frotis de médula ósea de ratones doble transgénicos maIIb-Cre / Rosa-lacZ 
 La Fig. 28 presenta los resultados de teñir con X-Gal frotis de médula ósea de 
ratones mαIIb-Cre. Se estudiaron frotis de ratones portadores del transgén mαIIb-Cre 
(CreA[+] y CreB[+]) y sus hermanos no portadores (CreA[-] y CreB[-]). La actividad 
enzimática β-galactosidasa (tinción de color azul/verde) se detectó en CreA[+] y 
CreB[+], mientras que animales no portadores del transgén, CreA[-] y CreB[-], no 






4.2.5.  Análisis de la actividad enzimática β-galactosidasa en megacariocitos 
cultivados in vitro de ratones doble transgénicos maIIb-Cre / Rosa-lacZ 
 La Fig. 29 representa los resultados de teñir con X-gal megacariocitos cultivados 
in vitro. En este ensayo se analizaron muestras provenientes de las cuatro líneas 
transgénicas. Comprobamos la actividad enzimática β-galactosidasa en animales 
portadores del transgén mαIIb-Cre [+] y en animales no portadores de la misma camada 
[-] (A[+], A[-], B[+], B[-], C[+], C[-], D[+], D[-]). Detectamos actividad enzimática β-
galactosidasa (tinción de color azul-verdoso) sólo en CreA[+] y CreB[+], mientras que 
los animales de las líneas C (C[+]) y D (D[+]), no presentaron dicha actividad. 
 
4.2.6.  Análisis de la actividad enzimática β-galactosidasa en plaquetas 
 La Fig. 30 representa la tinción con X-Gal de plaquetas de ratones de las líneas 
A y B, adheridas a fibrinógeno inmovilizado. Se estudiaron las plaquetas de ratones 
portadores del transgén mαIIb-Cre (CreA[+] y CreB[+]) y sus hermanos no portadores 
(CreA[-] y CreB[-]). La actividad β-galactosidasa (tinción color azul verdoso) se 
detectó en CreA[+] y CreB[+], mientras que los animales no portadores del transgén 
(CreA[-] y CreB[-]) no mostraron actividad. 
 
4.2.7.  Ablación del alelo CD40L“floxed” en ratones doble transgénicos mαIIb-Cre 
/ CD40L“floxed” 
 La Fig. 31 muestra el resultado de amplificar por PCR (para detalles, ver el 
Apartado 3.5.1.) el alelo CD40L“floxed” de ratones doble transgénicos mαIIb-Cre / 
CD40L”floxed”. La amplificación por PCR la llevamos a cabo con la pareja de 
oligonucleótidos:  
5669-S (5’-TATGCCATACAGAATAAGCACCC-3’)  
8774-AS (5’-TCAGCGCCTATTGATCTTTACAA-3’) 
Cuando tiene lugar la recombinación del alelo CD40L“floxed” mediada por la 
recombinasa Cre, se libera un fragmento de ADN del alelo delecionado de 1,5 Kb 
(mαIIb-Cre[+] / CD40L”floxed”), mientras que si la recombinación no ha tenido lugar, 
la amplificación del alelo “floxed” da lugar a un fragmento de 3,8 Kb (mαIIb-Cre[-] / 
CD40L”floxed”). Como control positivo, utilizamos ratones doble transgénicos de la 
línea Tie-2-Cre / CD40L”floxed”. Como la Fig. 30 indica, la recombinasa Cre de ambos 













































5.1. Importancia de la manipulación genética del ratón para estudios in vivo 
 Uno de los avances más importantes en la investigación biomédica fue la 
creación de organismos a los que se les han añadido de forma permanente genes 
funcionales ajenos a su genoma. Así mismo, ha sido muy importante el desarrollo de 
animales que llevan alterados uno o varios genes específicos e incluso animales con 
inactivación completa de uno o más genes. 
 Los animales modificados genéticamente son de uso habitual en muchos campos 
de la investigación [Nomura, 1996]. La creación de ratones con modificaciones 
genéticas programadas ha revolucionado el estudio de la función biológica. La técnica 
de direccionamiento génico o “gene targeting” tiene muchas aplicaciones, origen de lo 
que hoy se denomina era post-genómica o genética funcional [Brown y Balling, 2001]. 
Los ratones modificados genéticamente pueden ser usados en todas las áreas biomédicas 
con gran número de aplicaciones y propósitos, desde el conocimiento básico del gen 
alterado en el contexto total de ese organismo hasta el desarrollo de nuevas estrategias 
terapéuticas para el control de enfermedades. Los ratones transgénicos nos ofrecen un 
verdadero entorno in vivo para evaluar los mecanismos que controlan expresión de 
genes durante el desarrollo y en los adultos. El aprendizaje sobre la estructura y función 
de genes es muy útil en estudios de terapia génica. Gracias a la manipulación genética 
de ratones, se pueden generar organismos que sirven de modelo para el estudio de la 
patología humana. Estos animales además de contribuir a la comprensión de procesos 
patológicos humanos son también útiles en la exploración de nuevas terapias. 
Los ratones modificados genéticamente han ayudado a clarificar los mecanismos 
de acción y señalización de procesos biológicos y bioquímicos, tanto en el desarrollo 
embrionario, como en procesos de malignidad. Todas las áreas médicas y biológicas se 
han enriquecido con el desarrollo de estas metodologías. El ratón ha sido, por su fácil 
manipulación y reproducción y por la completa información de su genoma, el modelo 
experimental más empleado para el estudio de la función génica. Esto ha sido posible 
gracias al aislamiento y cultivo de las células madre embrionarias y al desarrollo de 
métodos que han permitido la recombinación homóloga entre un ADN exógeno y el 






5.2.  Generación de ratones transgénicos con expresión específica del transgén de 
la recombinasa Cre en megacariocitos y plaquetas 
 Para controlar la expresión de genes en megacariocitos se han utilizado 
anteriormente promotores del gen de la proteína plaquetaria 4 (pf4) [Ravid y cols., 
1991; Thompson y cols., 1996], del gen c-mpl [Ziegler y cols., 2002], del complejo de 
histocompatibilidad H2-Ld [Yang y cols., 1998], del gen ApoE [Zhou y cols., 1997], del 
gen de la glucoproteína GPV [Ravanat y cols., 1997] y, finalmente, del gen de la 
glucoproteína αIIb [Tronik-Le Roux y cols., 1995; Tropel y cols., 1997]. Para conseguir 
la expresión de recombinasa Cre limitada a megacariocitos elegimos el promotor del 
gen de la subunidad αIIb de la integrina αIIbβ3. Previamente se había visto que este 
promotor podía dirigir de forma específica la transcripción de genes en megacariocitos 
[Thornton y cols., 2002]. La utilización de este promotor se decidió en base a la 
especificidad de su transcripción ya que la producción de αIIb sólo se detecta en 
megacariocitos adultos, plaquetas y en algunos casos de patología tumoral [Gawaz y 
cols., 1991; Chen y cols., 1992; Wall y cols., 1997]. Antepusimos un fragmento de 2700 
pb de la región promotora del gen GPIIb(αIIb) al ADNc del gen de la recombinasa Cre 
(Fig. 15 y 16).   
 La incorporación de un transgén tiene lugar según reglas del azar en lugares 
aleatorios del genoma. Algunos de los posibles inconvenientes en la generación de un 
ratón transgénico pudieran ser: 
1)  Interrupción génica. La inactivación de genes nativos ocurre en aproximadamente el 
5-10% de los animales transgénicos generados por microinyección de embriones 
[Meisler, 1992]. Se calcula que un 75% de estos casos sufre muerte prenatal 
prematura.  
2)  Activación de genes nativos en la proximidad de inserción del transgén. En este caso 
la inserción de secuencias activadoras de promotores de transgenes, podría estabilizar 
mARN’s de otros genes [Rosenberg y Jolicoeur, 1997] o cambiar el patrón de 
metilación [Muller y cols., 2001].  
3)  Efectos inesperados del transgén. A veces la expresión de un transgén puede tener 
efectos pleiotrópicos en el animal receptor. Por ejemplo, la expresión inadecuada de 
hormona de crecimiento bovina en ovejas da lugar a animales delgados y diabéticos 
[Nancarrow y cols., 1991]. Problemas similares también se han observado en ratones 
transgénicos para hormona de crecimiento humana [Berlanga y cols., 1993].  
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4)  Efecto de marcadores. Las construcciones utilizadas para la generación de animales 
transgénicos pueden tener secuencias que den lugar a efectos indeseables como 
resistencia a antibióticos o generación de alergenos. 
5)  Inserciones no deseadas. ADN purificado a partir de plásmidos crecidos en E. coli 
puede contener material contaminante. En este sentido hay que tener en cuenta los 
vectores retrovirales.  
6) Expresión ectópica del transgén. Dicha expresión puede ocurrir debido a la existencia 
de elementos activadores de otros genes en la proximidad del transgén. También 
podría ser resultado de la transcripción basal del transgén en el sitio de integración 
[Ashe y cols., 1997; Travers, 1999]. 
7)  Transmisión de partículas víricas a otras especies. 
8) Producción de nuevos agentes patógenos mediante procesos de recombinación. 
 En nuestro caso, en cada una de las cuatro líneas transgénicas que obtuvimos, 
los ratones portadores de cre han crecido y se han reproducido a ritmo normal. En tres 
generaciones no hemos observado anomalías anatómicas macroscópicas en los ratones 
portadores del transgén cre de las líneas A y B. Tampoco hemos hallado perturbaciones 
funcionales aparentes. Por tanto, podemos concluir que el transgén cre se ha integrado 
en el genoma de los ratones sin cambiar funciones de genes nativos.  
 Nuestro objetivo ha sido la generación de ratones portadores del transgén cre 
específicamente en megacariocitos y plaquetas. La recombinasa Cre puede ser 
producida en cualquier tejido o tipo celular si estuviera bajo el control de un promotor 
específico de dicho tipo celular [Nagy, 2000]; pero se ha observado que la expresión de 
cre no siempre está estrictamente confinada a las células deseadas por lo que se requiere 
un estudio funcional detallado de estos animales. 
 La introducción controlada de mutaciones “condicionales” en el genoma 
mediante recombinación específica dirigida permite obviar muchas de las dificultades 
mencionadas anteriormente. La recombinación génica específica dirigida, mediada por 
el sistema Cre-loxP, permite la introducción de mutaciones en el genoma con gran 
precisión permitiendo además el control tempo-espacial de la recombinación. Este 
control permite sortear dificultades aparentemente insuperables hasta hace poco tiempo. 
 En esta metodología, la ablación de un gen en un tejido o célula determinados 
sólo es posible si se dispone de ratones transgénicos con (sobre)expresión específica de 
recombinasa del bacteriófago P1 en dicho célula/tejido. La recombinación génica 
específica ofrece la posibilidad de manipular el genoma y analizar las consecuencias de 
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la ablación o mutación de un gen(es). La recombinación génica específica aún se 
enfrenta a varios retos, uno de los cuales es la capacidad de los promotores elegidos para 
circunscribir espacialmente el efecto de Cre al ámbito elegido. Si el efecto del promotor 
no estuviera suficientemente localizado el resultado del experimento se vería 
comprometido.  
 La generación de animales transgénicos mediante microinyección de embriones 
nos ha dado casi el 7% de casos positivos (Fig. 17), lo cual encaja dentro de las cifras 
que se manejan en la literatura. Si bien es cierto que la microinyección de ADN en 
oocitos fecundados [Hogan y cols., 1994; Montoliu, 1997; Nagy y cols., 2003] es poco 
eficiente, sigue siendo la forma más común de generación de ratones transgénicos. La 
utilización de una construcción con un fragmento del promotor del gen αIIb de 2,7 kb 
nos permitió obtener cuatro fundadores. En la descendencia de dos de ellos, a pesar de 
presentar un genotipo positivo (Fig. 18), no pudimos demostrar la presencia de 
recombinasa Cre (Fig. 23). Las razones que se manejan para interpretar este fenómeno 
son las siguientes: 
 
1)  Para empezar, la función de muchos promotores no se comprende bien. Cabe la 
posibilidad de que factores microambientales o factores propios del desarrollo 
pudieran perturbar la función del promotor.  
2)  La integración al azar de la construcción Cre en el genoma pudiera dar lugar a 
interacciones inespecíficas con elementos transactivadores en el sitio de integración 
lo cual podría dar lugar expresión inespecífica de cre en varios tipos celulares. 
3)  El silenciamiento génico, se presume, pudiera estar causado por la condensación de 
cromatina [Garrick y cols., 1996; Goldman y cols., 2004], por proximidad al 
centrómero [Dobie y cols., 1996], orientación del transgén o por metilación [Feng y 
cols., 2001]. 
4)  La expresión de un transgén, según parece, podría estar relacionada con la edad del 
animal [Robertson y cols., 1996]. 
 
 Los datos anteriormente expuestos corroboran que diversas causas pueden 
alterar la expresión de un transgén. En resumen, el análisis del genotipo, por si sólo, no 
es suficiente para considerar que exista una transcripción suficiente del transgén para 
proporcionar niveles de proteína adecuados. Este ha sido el caso de todos nuestros 
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fundadores en los que, a pesar de ser genotípicamente positivos, sólo en dos de ellos 
hubo producción de proteína detectable. 
 Dado que el fenotipo de un animal transgénico pudiera variar en función de la 
localización genómica del transgén, hemos analizado los fenotipos de las dos líneas de 
ratones transgénicos mαIIb-Cre (líneas A y B). 
 
5.3.  Análisis genético de ratones transgénicos mαIIb-cre 
 Utilizamos ADN genómico obtenido de la cola par analizar el genotipo. El 
análisis lo llevamos a cabo por PCR (Fig. 17 y 18) o por transferencia de Southern-blot 
(Fig. 19-21). Estos últimos ensayos nos permitieron corroborar e incrementar la 
información sobre el tipo de inserción del transgén. 
 El análisis de Southern-blot nos ha permitido determinar el número y tipo de 
integraciones del transgén en el genoma del huésped. El análisis de los miembros de la 
camada F1, nos indicó la presencia de distinto número de bandas por lo que podemos 
concluir que no todos los descendientes de este fundador han heredado y transmiten por 
vía germinal el mismo número de integraciones genómicas del transgén (Fig. 20 C). El 
tamaño variable de las bandas sugería distintos tipos de inserción. La digestión de ADN 
genómico con BamH I debería generar una banda única de >1038 pb más la distancia del 
final de la secuencia del transgén al próximo sitio BamH I del sitio de inserción en el 
genoma (Fig. 20 A). 
 Particularmente, la intensidad de una de las bandas de digestión con BamH I 
(~1800 pb) fue notablemente superior a la de las otras posibles formas de inserción lo 
que sugería que pudiera tratarse de una forma de inserción en tándem. La razón es que la 
digestión con BamH I sólo podría haber generado una banda de >1038 pb. Es poco 
probable que la localización del sitio BamH I más próximo en el genoma nos diera un 
banda de exactamente 1800 pb (1038 + distancia a sitio BamH I) (Fig. 21 A).  
 Por otra parte, el producto final de la digestión combinada de BamH I y Xba I 
sería la generación de un fragmento de ~de 800 pb lo cual concuerda con la predicción 
teórica de 805 pb (Fig. 21 C). Efectivamente, observamos que la codigestión con ambos 
enzimas permite la aparición de una nueva banda de ~800 pb a expensas de la 
desaparición de la banda de 1800 pb (Fig. 20 C).  
 Por tanto, parece lógico concluir que nuestros ratones transgénicos presentan, al 
menos, tres tipos de integración genómica del transgén que se transmiten por vía 
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germinal a toda la progenie. Una de las integraciones, la que da lugar a una banda de 
mayor intensidad en el análisis de Southern-blot, es una inserción en tándem (cabeza-
cola) con un número de módulos indeterminado. 
 Hemos verificado la actividad transcripcional del trangén mαIIb-cre en las 
distintas líneas de ratones mediante retrotranscripción de ARN con cebadores 
específicos y ulterior amplificación del ADNc mediante PCR. A pesar de que las cuatro 
líneas de ratones eran portadoras del transgén, solamente pudimos detectar mARN en 
dos de las líneas, A y B (Fig. 22). En ambas líneas, la actividad transcripcional estuvo 
restringida a megacariocitos lo cual indica que la expresión del transgén ha sido 
específica de tejido, tal y como se esperaba que sucediera (Fig. 22, 25 y 26). 
  
5.4.  Análisis funcional de ratones doble transgénicos mαIIb-Cre / Rosa26-lacZ  
 La funcionalidad de un transgén sólo se puede demostrar verificando su 
capacidad para recombinar un gen “floxed” (Fig. 6), con una parte de su secuencia 
enmarcada por sitios loxP. Con tal fin, hemos cruzado nuestros ratones transgénicos 
portadores del transgén de la recombinasa Cre con dos tipos de animales portadores de 
un gen “floxed”: Por un lado con ratones Rosa26-lacZ en los que la secuencia del gen 
de la β-galactosidasa se encuentra interrumpida por un fragmento de ADN enmarcado 
por sitios loxP. La recombinación de los sitios loxP mediada por Cre permitiría la 
continuidad de la secuencia del gen, su transcripción, y, por tanto, la producción de la β-
galactosidasa. Éste ha sido el caso ya que en las dos líneas de ratones doble transgénicos 
(mαIIb-Cre-A-Rosa26-lacZ y mαIIb-Cre-B-Rosa26-lacZ) demostramos por Western-
blot la presencia de β-galactosidasa en megacariocitos cultivados in vitro (Fig. 24). La 
presencia de β-galactosidasa se traduce en la capacidad de dichas células para virar el 
color del X-Gal. Efectivamente, en ambas líneas, se desarrolló un intenso color azul 
tanto en megacariocitos cultivados in vitro (Fig. 29), como en frotis de células de 
médula ósea (Fig. 28) o los procedentes de hígado fetal (Fig. 27). Además, el mismo 
fenómeno se observó en plaquetas (Fig. 30). 
 
5.5.  Capacidad de la recombinasa Cre de megacariocitos para recombinar el gen 
CD40L “floxed”  
 El CD40L (CD154) es una glucoproteína de 39 KDa que pertenece a la 
superfamilia de factores de necrosis tumoral [Graf y cols., 1992]. Esta proteína está 
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involucrada en importantes procesos fisiopatológicos, como trombosis [Andre y cols., 
2002; Prasad y cols., 2003], respuesta inmune [Spriggs y cols., 1992; Kroczek y cols., 
1994], inflamación [Henn y cols., 1998], aterosclerosis [Wagner y cols., 2004; 
Chakrabarti y cols., 2005] y metástasis tumorales [Chiodoni y cols., 2005]. 
 La importancia de CD40L en las respuestas mediadas por linfocitos T y B ha 
sido ampliamente estudiada. La interacción entre el CD40L de linfocitos T con su 
receptor en la membrana de linfocitos B es imprescindible para la producción de 
anticuerpos por los linfocitos B [Renshaw y cols., 1994; Xu y cols., 1994]. El CD40L 
también juega un importante papel en procesos trombóticos e inflamatorios, siendo 
liberado de las plaquetas cuando son activadas por agonistas fisiológicos [Henn y cols., 
1998]. 
 En trabajo previo de nuestro laboratorio hemos generado un ratón portador del 
gen CD40L“floxed” [Nowakowski, 2007]. Al disponer de ratones mαIIb-Cre con 
expresión de cre restringida a megacariocitos, nos ha permitido verificar la capacidad de 
éstos últimos ratones para recombinar y por tanto anular el gen CD40L”floxed”.  
 Con el fin de verificar si la cantidad producida de recombinasa Cre era capaz de 
recombinar el gen CD40L”floxed” específicamente en megacariocitos, generamos 
ratones doble transgénicos, mαIIb-Cre/CD40L”floxed”, mediante el cruce de nuestros 
ratones mαIIb-Cre con ratones portadores del alelo CD40L”floxed”. Hemos 
comprobado que sólo en ratones mαIIb-Cre/CD40L”floxed” el fragmento de ADN 
amplificado por PCR era compatible con la recombinación de sitios loxP y la 
consiguiente ablación del gen CD40L en megacariocitos (Fig. 31).  
 Nuestros resultados abren la posibilidad de explorar numerosas etapas de 
control, tanto metabólicas como del desarrollo, actuando sobre genes “floxed” de 
importancia reguladora en megacariocitos. Dada la viabilidad así como la ausencia de 
alteraciones funcionales detectables, los ratones transgénicos mαIIb-Cre, ofrecen una 
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6. CONCLUSIONES 
 
1.- Hemos diseñado y construido un vector portador de un inserto de ADN de 4,1 
Kb que comprende el ADNc del gen de la recombinasa Cre, precedido de una 
secuencia de localización nuclear y seguido de la secuencia de poliA del virus 
SV40. Para controlar la expresión del gen de la recombinasa Cre utilizamos un 
fragmento de 2,7 Kb del promotor del gen de la glucoproteína GPIIb 
(subunidad αIIb de la integrina αIIbβ3). Supusimos que la expresión única de 
GPIIb en megacariocitos y plaquetas determinaría la expresión singular del 
transgén en estos tipos de células. 
 
2.- Generamos ratones transgénicos mediante microinyección de nuestra 
construcción de ADN en pronúcleos de oocitos fecundados. La obtención de 
ratones transgénicos se demostró por la presencia del transgén cre en el 
genoma. La frecuencia de generación de transgénesis fue alrededor del 7%, es 
decir, coincidente con la descrita en la literatura para la técnica de inyección 
pronuclear. Hemos conseguido generar un total de 4 líneas de animales con 
transmisión del transgén por vía germinal. 
 
3.- Los ratones portadores del transgén cre mostraron tasas de crecimiento, 
reproducción, comportamiento y viabilidad funcional en general similares a la 
de sus parientes inmediatos no portadores del transgén.  
 
4.- La identificación del número y lugares de inserción del transgén en el genoma 
del ratón la realizamos, mediante análisis de Southern-blot, en ratones que 
mostraron actividad recombinasa Cre. Los resultados indican la presencia de al 
menos 3 sitios de integración de nuestro transgén en el genoma del ratón. 
 
5.- El control de la expresión del transgén cre por el promotor del gen de la 
glucoproteína GPIIb confirió especificidad a la expresión del transgén ya que 
sólo pudimos detectar proteína Cre en megacariocitos. 
 
6.- El tamaño de la región promotora del gen de la glucoproteína GPIIb que 
controla el gen cre resultó ser esencial ya que el fragmento que utilizamos de 
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2700 pb, permitió la expresión de cre a lo largo de las tres generaciones 
producidas hasta el momento.  
 
7.- La intensidad de la expresión del transgén cre la verificamos mediante 
generación de ratones doble transgénicos mαIIb-Cre / Rosa26-lacZ. En estos 
animales la acción de la recombinasa Cre generó cantidad suficiente de la β-
galactosidasa como para desarrollar color de X-Gal específicamente en 
megacariocitos y plaquetas. 
 
8.- Finalmente verificamos la eficacia de los ratones transgénicos mαIIb-Cre 
cruzándolos con animales portadores con un ratón portador de un gen 
condicional, CD40L“floxed”, obteniendo como resultado la ablación específica 
de dicho gen en megacariocitos y plaquetas. La deleción específica del gen 
CD40L en megacariocitos y plaquetas permitirá aclarar la importancia del 
sistema plaquetario CD40-CD40L en procesos de activación plaquetaria, 
reconocimiento celular, trombogénesis, inflamación, aterosclerosis o el 
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